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Rövidítések és fizikai mennyiségek 
 
ΔG   szabadentalpia különbség 
H   entalpia különbség 
S   entrópia különbség 
Cp   h kapacitás különbség 
kcat   összetett enzimkinetikai sebességi állandó 
KM   Michaelis-Menten állandó 
Kd   disszociációs állandó 
Tm    olvadási h mérséklet 
Ec, E. coli:  Escherichia coli 
Rm   nyúlizom (rabbit muscle) 
Tt, T. thermophilus: Thermus thermophilus 
Tm, T. maritima: Thermotoga maritima 
Vi   Vibrio sp. I5 
St, S. tokodaii  Sulfolobus tokodaii 
CD:   cirkuláris dikroizmus 
DEAE   dietilaminoetil 
DSC:   differential scanning calorimetry 
FRET   Förster (fluoreszcencia) rezonancia elektron transzfer 
FT-IR,   Fourier-transzformációs-infravörös 
GAPDH:  gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz 
GuHCl  guanidin-hidroklorid 
H/D kicserél dés: hidrogén-deutérium izotópkicserél dés 
IPM    3-isopropyl-malate (izopropil-almasav) 
IPMDH:  3-izopropil-malát dehidrogenáz 
IPTG:   izopropil-β-tiogalaktozid 
NAD    Nikotin-Adenin Dinukleotid oxidált forma 
NADH  Nikotin-Adenin Dinukleotid redukált forma 
NMR:   mágneses magrezonancia 
NTA   nitril-triecetsav 
PDB   Protein Data Bank 
 
 




A fehérjék – különösen az enzimek – különös és érdekes megjelenési formáját képviselik az 
anyagnak. Nagyfokú specificitásukat egyedi térszerkezetük és felszíni mintázatuk, hatékony – 
katalitikus és egyéb – funkciójukat szerkezetük rugalmassága, konformációs flexibilitásuk 
biztosítja. Ezen a fehérjékre és csakis a fehérjékre jellemz  tulajdonságok mögött az élettelen 
világban is m köd  er k és fizikai kölcsönhatások vannak. 
A fehérjemolekulák egyik sajátossága, hogy szerkezeti stabilitásukat és m köd képességüket 
csak megfelel  környezeti tényez k mellett és meglehet sen sz k h mérsékleti tartományban 
rzik meg. 
Laboratóriumunkban fehérjék m ködésének szerkezeti hátterével foglalkozunk. Ennek során 
a környezeti tényez k hatását vizsgálva az enzimek m ködésére, számos érdekes 
megfigyelést tettünk. Tekintettel arra, hogy az egyes fehérjék konformációs stabilitása csak 
élettani h mérsékletük sz k környezetében biztosított, hidegt r , mezofil és h kedvel  
mikroorganizmusokból izolált (ortológ) enzim sorokon vizsgáltuk a katalitikus funkciók és a 
szerkezeti stabilitás, valamint a konformációs flexibilitás összefüggéseit, kiszélesítve ezáltal a 
vizsgálható h mérséklettartományt.  
Arra a kérdésre kerestük a választ: miként valósul meg az enzimek szintjén a környezeti 
h mérséklethez való alkalmazkodás. Miként tükröz dik a katalitikus aktivitás megváltozott 
h mérsékleti optimuma a fehérje konformációs stabilitásában és szerkezeti flexibilitásában. 
Arra a kérdésre is választ kerestünk, hogy milyen fizikai kölcsönhatások biztosítják a 
fehérjéknek a környezeti feltételekhez – els sorban a környezeti h mérséklethez történ  
alkalmazkodását az atomi kölcsönhatások és mozgások szintjén. 
A kémiai reakciók h mérsékletfüggését az Arrhenius-egyenlet írja le, amely szerint a 
reakciósebességi állandó a h mérséklet függvényében exponenciálisan növekszik. Az 
enzimek által katalizált reakciók esetén a sebességi állandót az enzim konformációja és 
dinamikai sajátságai módosítják, így a sebességi állandó h mérsékletfüggésében ezeknek a 
fizikai tulajdonságoknak a h mérsékletfüggése is tükröz dik, ennek eredményeként az 
enzimkinetikai paraméterek h mérsékletfüggése nem mindig követi a nemkatalizált kémiai 
reakciók esetén megfigyelhet  lineáris összefüggéseket. A nemarrheniusi viselkedés 
vizsgálata során felvet dött az enzimreakciók csatolása a konformációs fluktuációkkal, és 
feltételezések szerint ezek h mérsékletfüggése befolyásolhatja a katalizált reakciók összetett 
sebességi állandóinak viselkedését. 
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Doktori munkámban a konformációs flexibilitás és az enzimaktivitás közötti összefüggéseket 
kerestem, az összefüggéseket a kísérletsorozatok el rehaladásával fokozatosan egyre nagyobb 
alapossággal vizsgálva. A kísérleteket különböz  h mérséklettartományhoz adaptálódott 
organizmusok enzimeivel végeztem, amely módszer lehet séget adott a 
h mérséklettartomány kiszélesítésére, noha az egyes enzimek m ködési 
h mérsékletintervalluma sz k.  
 
 Irodalmi áttekintés   
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 Irodalmi áttekintés 
 
Adaptáció a környezeti feltételekhez 
 
Az organizmusoknak, illetve az ket felépít  alapelemeknek egyaránt alkalmazkodni kell a 
környezet által megszabott feltételeknek. Az élet szempontjából fontos, hogy az organizmus 
környezete által megkövetelt viszonyok között jól m ködjön az enzim. A környezeti 
viszonyokat a következ  paraméterek határozzák meg: a h mérséklet, a pH és az ioner sség, 
valamint a nyomás. A természetben a széls séges körülmények között is megtalálhatóak 
él lények, az ún. extremofilek. Ezek között vannak termofilek, pszichrofilek, acidofilek, 
alkalofilek, halofilek és barofilek is. Az alkalmazkodásban szerepet játszanak protektív 
kismolekulák (1) és fehérjék, valamint a membránok összetétele (2), de a magas h mérséklet 
elt réséhez nem elegend  ezeknek a kompenzáló mechanizmusoknak a felhasználása, a 
fehérjéknek önmagukban is h stabilnak kell lennie (3). A szerkezeti stabilitás feltárására 
irányuló kísérleteknek els rend  célpontjai a magas h mérsékleten stabil és aktív fehérjék (4-
9).  
 
A magas h mérséklethez való alkalmazkodás a fehérjék stabilizációja révén 
 
A fehérjék stabilitását fizikai kölcsönhatások összessége határozza meg, a legf bb 
stabilizációs kölcsönhatások a hidrofób kölcsönhatás és a hidrogénkötés, míg a konformációs 
entrópia a destabilizációt mozdítja el . A funkcionális állapot (natív állapot) marginálisan 
stabilabb a denaturált állapotoknál, a két állapot közti szabadentalpia-különbség általában 20-
40 kJ/mol (10), ez mindössze néhány hidrogén-kötés energiájának felel meg. A fehérjék 
stabilitását a natív állapot h mérséklet vagy denaturálószer által el idézett perturbációjának 
segítségével lehet kísérletileg vizsgálni (11, 12). A mérések eredményét a fehérjék 
stabilitásgörbéjével lehet szemléltetni, ahol a stabilizációs szabadenergiát ( G) a h mérséklet 








THTG      (1), 
ahol G(T) a szabadenergia T h mérsékleten, Hm az entalpiaváltozás Tm h mérsékleten, 
Cp a fehérje legombolyodásával kapcsolatos változás a h kapacitásban, és Tm a fehérje natív 
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és denaturált állapotának átmenetéhez tartozó átmeneti h mérséklet, egyszer bben 
olvadáspont. A fehérjestabilitási görbe segítségével a konformációs stabilitás minden 
h mérsékleten értelmezhet . A görbe egy maximummal rendelkez , parabolára hasonlító 
görbe, ahol a maximumhoz tartozó Y érték a maximális konformációs stabilitás, míg a G=0 
értékhez tartozó két h mérséklet a hideg- és h denaturációs h mérséklet. Ennek a görbének a 
vizsgálata különböz  h stabil enzimeknél három adaptációs stratégiára derített fényt (14). Az 
els  stratégia a teljes görbének magasabb G értékre való emelését jelenti, a második 
lehet ség a görbe kiszélesedése, míg a harmadik a görbe eltolódása magasabb h mérsékletek 
irányába (1. ábra): 
 
 
1. ábra: A fehérjék lehetséges h stabilizációs stratégiái (9) 
 
A termodinamikai magyarázat az els  esetben a H növelése a S kompenzáló változása 
nélkül, a második esetben az alacsonyabb Cp, míg a harmadik esetben pedig a S 
csökkenése okozza a változást a görbe alakjában. A valóságban is megfigyelhet ek ezek a 
stratégiák, akár önmagukban, akár kombinációk formájában. A kísérleti módszer homológ 
mezofil-termofil enzimpárok stabilitásának összehasonlítása, aminek értelmezését segíti a 
Protherm adatbázis is (15), amely az enzimek összegy jtött termodinamikai paramétereit 
tartalmazza. A stratégiák összehasonlítása alapján (9, 16) az els  és második stratégia a 
leginkább elterjedt a természetben (77, ill. 70% a vizsgálati mintában), míg a harmadik 
stratégia kevésbé elterjedt (31%).  
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A h stabilitás termodinamikai megközelítése mellett a szerkezeti vizsgálatok is nagy számú 
adalékot nyújtottak az adaptáció megértéséhez. Ezek a munkák mezofil-termofil-
(hipertermofil) ortológ enzimek összehasonlító szerkezeti vizsgálataira alapulnak, 
amelyeknek alapvet  feltétele az enzimek jó felbontású 3D szerkezeteinek ismerete, ami az 
elmúlt években egyre nagyobb számban rendelkezésre áll a fehérjeadatbankban (Protein 
DataBase, PDB). A szerkezetek szerint a termofil fehérjék különböz  szerkezeti stratégiákat 
alkalmaznak a magas h mérsékleten történ  m ködésre és stabilitásra. Alapvet  megfigyelés 
volt, hogy a különböz  fehérjecsaládok különböz  alkalmazkodási stratégiát használnak. Ez a 
tény felhívta a figyelmet arra, hogy a mezofil, termofil és hipertermofil fehérjék módszeres 
összehasonlításához számos fehérjecsaládot párhuzamosan analizálva lehet csak megfelel en 
alátámasztható eredményhez jutni a h stabilitás szekvenciális és szerkezeti vizsgálatai során. 
A statisztikából kapott eredmények hasznosak lehetnek h stabil fehérjék racionális 
tervezésénél és irányított evolúciós kísérletek értelmezésében (17). Az egyedi vizsgálatok 
számos szerkezeti tényez nek a h stabilitásban játszott szerepét mutatta meg: nagyobb 
hidrofobicitás, hurokrégiók rövidülése vagy deléciója (18), kisebb illetve kevesebb üreg, 
nagyobb eltemetett felszín az oligomerizáció során (19, 20), aminosavak mutációja a 
másodlagos szerkezeti elemekben (21), a hurkokban el forduló prolinok nagyobb aránya (22, 
23), termolabilis aminosavak kisebb aránya (24), hélixek nagyobb mennyisége, megnövelt 
poláris felszín, jobb hidrogénkötéshálózat, jobb sóhidak kialakulása (25, 26). Az 
összehasonlító vizsgálatok során az egyes tényez k egymáshoz viszonyított jelent ségét 
jobban lehetett vizsgálni. Az egyik összehasonlítás szerint (27) az elágazó láncú aminosavak 
száma korrelál jól a h stabilitással. Más tanulmányok az elektrosztatikus kölcsönhatások 
(sóhidak és hidrogénkötések) dominanciáját hangsúlyozzák (6, 28). Munkacsoportunkban is 
készült egy igen alapos vizsgálat a témakörben (29): 64 mezofil és 29 termofil fehérje (amely 
25 fehérjecsaládot képvisel) 13 szerkezeti tulajdonságot figyelembe vev  kutatása során 
kiderült, hogy a mérsékelten termofil és hipertermofil fehérjék adaptációja eltér , és a 
legfontosabb stabilizációs hatása az ionpárok kialakulásának van.  
A genomika korában újabb lehet ségek nyíltak a h stabilitást meghatározó szekvenciális 
elemek azonosítására. Jelenleg 4707 teljes genom szekvenciája ismert (NCBI/Genome 
adatbázis), ebb l jelent s számú termofil él lényhez tartozik. Teljes genomok 
összehasonlítása alapján a termofil fehérjék rövidebbek mezofil ortológjaiknál, a töltött 
aminosavak (Arg, Lys, His, Asp, Glu) magasabb, valamint a semleges, poláros aminosavak 
(Ser, Thr, Gln, Asn, Cys) alacsonyabb száma szignifikáns (30-32).  
Egyértelm  választ nem tudunk adni arra a kérdésre, hogy mely szerkezeti tényez k játszanak 
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szerepet a h stabilitás kialakulásában; valószín , hogy nincs olyan szerkezeti elem, amely 
kiemelhet  lenne, mint egyedüli meghatározó tényez . Különböz  fehérjék, más-más 
stratégiát követve, változatos módon képesek adaptálódni a különböz  környezeti 
viszonyokhoz, de vannak olyan stabilizációs faktorok, amelyeket el szeretettel alkalmaz a 
természet (6). 
 
Az alacsony h mérséklethez történ  alkalmazkodás szerkezeti alapjai 
  
A földi bioszféra 75%-a a hideg területek közé tartozik. A hidegkedvel  organizmusok 
állandóan hideg (akár 5oC-nál is hidegebb állandó h mérséklet) környezetben is 
megtalálhatóak szárazon, csakúgy, mint hideg óceánokban. A hidegben él  organizmusokat 
hidegkedvel ként és hidegt r ként kategorizálják rendszerint, az el bbiek pszichrofilek vagy 
sztenopszichrofilek, az utóbbiak pszichrotrófok vagy eurypszichrofilek (33, 34). Én 
szívesebben használom a magyar elnevezéseket, mivel a nemzetközi elnevezések a 
termofilekkel ellentétben nem igazán terjedtek el kis hazánkban.  
A hideghez való alkalmazkodás teljesen más kihívást jelent, mint a meleghez való 
alkalmazkodás: itt jóval inkább kinetikai jelleg  a feladat, vagyis olyan enzimekkel kell 
rendelkezni, amelyek alacsony h mérsékleten is képesek jól m ködni. Természetesen 
ugyanúgy lehet számolni a kismolekulák, hidegsokkfehérjék (35, 36), membránok (37), stb. 
hozzájárulásával a hidegadaptációban is, de els sorban az enzimek adaptációja a f  
meghatározója a hideghez való alkalmazkodásnak.  
A magas h mérséklethez való alkalmazkodásban el lehetett különíteni azokat a szekvenciális 
és szerkezeti okokat, amelyek miatt a lehetséges 20 aminosavból azonos funkciójú, de h re 
kevésbé érzékeny fehérjéket lehet el állítani. Kérdéses, hogy a hidegadaptáció esetén is 
ugyanúgy megtalálhatóak-e ezek a szerkezeti információk. A válasz – legalábbis részben – 
pozitív. A rendelkezésre álló szerkezetek alapján a prolinok és argininek száma alacsonyabb, 
míg a glicin klaszterek nagyobb arányban fordulnak el  (38). A gyenge kölcsönhatások 
hálózata kevésbé kiterjedt, a hidrofób mag kisebb, a fehérjék kevésbé kompaktak. A fehérjék 
felszínén kevesebb ionpár található, nagyobb az apoláris csoportok felszínre kerülésének 
valószín sége, és a negatív töltéseké, ami el segíti az oldószerrel való kölcsönhatások 
kialakítását (39, 40). Itt is megfigyelhet  az a tendencia, hogy az egyes fehérjecsaládok 
különböz  stratégiákat alkalmaznak az adaptációban (41, 42).  
A hidegkedvel  organizmusok fehérjéinek szerkezeti stabilitása nagyon alacsony, jóval 
kevesebb stabilizáló kölcsönhatás figyelhet  meg, mint a mezofil ortológok esetén (43, 44). A 
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korábban már ismertetett stabilitási görbének az alacsonyabb stabilitás irányába való 
eltolódása figyelhet  meg (2. ábra), ami egyben azt is jelenti, hogy a hidegkedvel ek enzimei 
nemcsak a h vel, de a hideggel szemben is jóval érzékenyebbek akár a mezofil enzimeknél is. 
A maximális stabilitás ugyanazon a h mérsékleten figyelhet  meg, ami arra utal, hogy a 
felgombolyodás során itt is a hidrofób kölcsönhatás a f  hajtóer .  
 
2. ábra: A hideghez alkalmazkodott fehérjék stabilitási görbéje (kék) a mezofil (sárga) és termofil (piros) 
szerkezetekhez képest mutatja az alacsonyabb szerkezeti és h stabilitás energetikai körülményeit (33) 
 
A hidegkedvel  és termofil enzimek stabilitása a felgombolyodás tölcsérmodellje alapján jól 
leírható (45-47). A 3. ábra mutatja az enzimek energiatérképét (48). 
 
3. ábra: A termofil és hidegkedvel  enzimek felgombolyodásának tölcsérmodellje (48). 
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A tölcsér szája a hidegkedvel k esetén szélesebb, ez összefügg az alacsonyabb prolin- és 
magasabb glicintartalommal, így a lehetséges konformerek száma is nagyobb. A 
felgombolyodás során a szabadenergia csökken, párhuzamosan a konformerek számával. A 
termofilek felgombolyodásában gyakran intermedier állapotok is léteznek, míg a 
hidegkedvel kben alig. A tölcsér alja, amely a natív állapotú fehérjesokaságot jellemzi, is 
különbözik, a termofil enzimek esetén egy jól definiált stabil állapot létezik (49), míg a 
hidegkedvel k esetén több hasonló energiájú állapot is megjelenik. 
 
A hidegkedvel  organizmusok enzimeinek aktivitása 
 
A hidegben él  organizmusok számára nem a stabilitás el bbiekben ismertetett szabályozása 
azonban a kulcskérdés, hanem az enzimaktivitásé. Az aktivitás h mérsékletfüggését az 








= κ  (2) 
A h mérséklettel való exponenciális kapcsolat miatt az aktivitás h mérsékletfüggése igen 
jelent s, 0 oC-on a reakciósebesség 20-250-szer alacsonyabb, mint 37 oC-on, az enzimeknek 
mégis m ködniük kell. Általában megfigyelhet , hogy a hidegkedvel  enzimek által katalizált 
reakciók aktiválási szabadentalpiája és entalpiája alacsonyabb, mint mezofil és termofil 
ortológjaik esetén, így az enzimreakció h mérsékletfüggése kisebb. Ez tekinthet  a hideghez 
való els dleges adaptációs stratégiának (50, 51), amit szerkezetileg úgy érnek el, hogy az 
aktivált állapot eléréséhez kevesebb entalpia-vezérelt kölcsönhatás megszüntetése szükséges. 
Mivel ezek a kölcsönhatások az aktív helyet érintik leginkább, az enzimeknek ezek a részei 
még inkább h érzékenyek. Ezt jól alátámasztják azok a h inaktivációs kísérletek, melyek 
szerint a hidegkedvel  enzimek alacsonyabb h mérsékleten inaktiválódnak, mint ahol 
h denaturálódnak (48, 52). Az alacsony entalpikus hozzájárulás a katalízisben általában 
magával hordozza a kedvez tlen entropikus hozzájárulást. Ez azt jelenti, hogy a katalízis 
során az aktív hely szerkezete nagymértékben deformálódik, így a szubsztrátok a flexibilisebb 
aktív helyhez rosszabbul köt dnek, és ennek eredményképpen a megfigyelés az, hogy a 
hidegadaptálódott enzimek kcat  értéke megn , viszont a KM érték is hasonlóképpen növekszik 
(53). A szubsztráthoz való affinitás nem minden esetben csökken a hidegkedvel knél, a 
telítési koncentráció alatt m köd  enzimek esetén (intracelluláris enzimek) az affinitás 
kritikus, itt a kcat/KM határozza meg a reakciósebességet, ekkor a kcat növekedése mellett a KM 
csökkenése is megfigyelhet  volt (54-56).  
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A stabilitás-aktivitás-flexibilitás összefüggései 
 
A hidegkedvel  enzimekre jellemz  a nagy flexibilitás, magas specifikus aktivitás alacsony 
h mérsékleteken, valamint a kismérték  h stabilitás (38, 57), míg a h stabil homológok 
rigidek és kis aktivitással rendelkeznek szobah mérsékleten (58). Az ellentétes tulajdonságok 
alapján feltételezhet , hogy összefüggés van az aktivitás és stabilitás között, amit a flexibilitás 
közvetít. A katalízis folyamán az enzimek katalitikus régiójának mozgásai segítik el  a 
szubsztrátok köt dését, illetve átalakítását. Egy enzim funkciójának az optimalizálása adott 
h mérsékleten két ellentétes irányú tényez  közti egyensúly megtalálásán alapul: egyrészt 
szükséges a szerkezeti stabilitás, ami az enzim megfelel  3D szerkezetét biztosítja, másrészt a 
konformációs flexibilitás, ami lehet vé teszi a katalízist (59, 60). A h stabilitás meg rzése 
végett a termofil enzimek szerkezete szobah mérsékleten nagyon kompakt és rigid, amit 
leggyakrabban a nagyon szorosan pakolt hidrofób mag és a felszíni ionpárhálózat biztosít (5, 
61, 62). A hidrofób kölcsönhatást sokan a fehérjék legf bb stabilizációs kölcsönhatásaként 
ismerik el (63, 64), azonban egyes kutatások szerint 87oC fölött már nincs stabilizáló hatása 
(65), így további fizikai er k, a sóhidak és a hidrogénkötések stabilizáló hatása is esszenciális 
(66). A stabilitás biztosításának másik módja a natív állapot entrópiájának növelése (67). A 
h stabilitás azonban nem minden esetben jelenti azt, hogy a termofil enzim aktivitása 
alacsonyabb mezofil megfelel jénél (68, 69). A másik oldalon álló hidegkedvel  enzimek 
esetén feltételezhet , hogy a megnövekedett flexibilitás tudja kompenzálni az alacsony 
termikus energiát biztosító környezet által okozott hátrányt. Így kis energiabefektetéssel is 
képesek lehetnek ezek az enzimek a szubsztrát kötéséhez megfelel  konformációt kialakítani, 
és magas specifikus aktivitást biztosítani, de ez azzal a hátránnyal járna hogy magasabb 
h mérsékleten könnyebben összeomlik szerkezetük. A hidegkedvel  enzimek alacsony 
stabilitása alátámasztja ezt az elképzelést, de a flexibilitással nehezebb kapcsolatba hozni a 
megfigyelteket. 
 
A konformációs flexibilitás vizsgálatára alkalmas kísérleti módszerek 
 
A flexibilitás fogalma a makromolekulák - mint a fehérjék – világában nehezen definiálható. 
A fehérjék dinamikus viselkedését számtalan mozgás határozza meg, amelyeknek kiterjedése, 
amplitúdója és id skálája jelent sen eltér (1. táblázat).  
A különböz  id skálájú mozgások detektálására különböz  kísérleti megoldások alkalmasak, 
azonban rendszerint még ezek sem elégségesek a több mozgástípus közti csatolások 
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jellemzésére. Több bevált technika létezik a szerkezeti flexibilitás vizsgálatára, mint pl. a 
hidrogén-deutérium kicserél dés, foszforeszcencia, fluoreszcencia kioltás, NMR, 
neutronszórás, röntgenszórás B-faktorainak elemzése. 
  








Kötések rezgései  2-5  0,01-0,1  10-100 fs  
Globuláris régiók 
rugalmas deformációi  
10-20  0,05-0,5  1-10 ps  
Felszíni oldalláncok 
rotációja  
5-10  5-10  10-100 ps  
Eltemetett csoportok 
torziós rezgései  
5-10  0,5  10 ps - 1 ns  
Globuláris domének 
relatív mozgásai  
10-20  1-5  10 ps - 100 ns  
Bels  oldalláncok 
rotációja  
5  5  100 μs - 1 s  
Allosztérikus átmenetek  5-40  1-5  10 μs - 1 s  
Lokális legombolyodás  5-10  5-10  10 μs - 10 s  
1. táblázat: A globuláris fehérjéken belül megfigyelhet  legfontosabb mozgások típusai, azok fizikai jellemz i  
 
A módszerek egyik része a hidrogén-deutérium kicserél dés követésén alapul. A nehézvízbe 
helyezett liofilizált fehérje peptidhidrogénjei deutériumra tudnak cserél dni (70, 71), s ezt 
akár infravörös spektroszkópiával, akár tömegspektrometriával vagy NMR-rel lehet követni. 
A módszereket ezen a helyen nem részletezve megállapítható, hogy az infravörös követési 
módszerrel a fehérje összes peptidhidrogénje egyszerre követhet  (72, 73), a fehérje globális 
flexibilitásáról nyújtva információt. A tömegspektrometriával követett H/D kicserél dés során 
a proteolitikus fragmentálás segítségével már nagyobb felbontást lehet elérni, de itt is még 10-
20 aminosavnyi részlet a minimális méret (74, 75). Ezeknek a technikáknak komoly hátránya 
a másodperc feletti (30 s-órák) id felbontása. Jobb felbontás érhet  el az NMR-rel követett 
H/D kicserél dés segítségével történ  mérések esetén (ms) (76, 77), azonban itt a 
fehérjemolekula mérete limitál. A fluoreszcencia (78, 79) és foszforeszcencia (80) kioltási 
kísérletek esetén a vizsgált fehérje oldalláncnak a kioltó molekula általi elérhet ségét lehet 
vizsgálni. Az elérhet séget is a fehérjemolekula egyfajta dinamikus állapota határozza meg, 
amit ugyanúgy flexibilitásként definiálhatunk. A neutronszórás segítségével a 
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pikoszekundumos skálán történ  mozgásokat is tanulmányozni lehet (81), atomi felbontásban. 
A kristályszerkezetek B-faktorainak analízise (82) szintén ad dinamikus képet a 
fehérjemolekula atomjairól. 
Figyelembe véve a fellelhet  technikákkal kapott eredményeket a flexibilitás-stabilitás-
aktivitás összefüggésrendszerében azonban nem kaphatunk egyértelm  választ arra a 
kérdésre, hogy a flexibilitás közvetlenül befolyásolja-e a fehérjék stabilitását, az enzimek 
aktivitását. A ps és ms id skálán végzett mérések szerint a termofil és mezofil enzimek 
flexibilitása között nem tapasztalható különbség (77, 83), ellenben a nagyobb id skálán 
végzett mérések azt mutatják, hogy a termofil enzimek konformációs flexibilitása 
szignifikánsan alacsonyabb (52, 58). 
 
Az enzimek aktivitásának h mérsékletfüggése 
 
A kémiai reakciók h mérsékletfüggését a korábban már említett Arrhenius-egyenlet írja le, 
amely szerint a reakciósebességi állandó a h mérséklet függvényében exponenciálisan 
növekszik. Az enzimek által katalizált reakciók esetén a sebességi állandót az enzim 
konformációja és dinamikai sajátságai módosítják, így a sebességi állandó 
h mérsékletfüggésében ezeknek a fizikai tulajdonságoknak a h mérsékletfüggése is 








= 0  (3) 
Az enzimek hatékonyságát a specificitási konstans (kcat/KM) értékével szokták jellemezni 
annak ellenére, hogy abszolút értékben nem használható különböz  enzimek aktivitásának 
összehasonlítására (84). A kcat összetett reakciósebességi állandó h mérsékletfüggése 
rendszerint követi az arrheniusi összefüggést, azonban bizonyos esetekben nemlineáris 
Arrhenius-ábrázolásokat (ln kcat vs. 1/T) találhatunk (85, 86). Az eltérést különböz  
elméletekkel próbálták alátámasztani (87-89), ám ezek nem adnak egyértelm en megbízható 
magyarázatot a tapasztalatokra. Londesborough (87) korai munkájában az Arrhenius-
ábrázolásban található görbületek és törések eredetét vizsgálta. Megállapította, hogy a 
töréseket a görbületekt l csak nagyon precíz kísérletekkel lehet elkülöníteni. Az Arrhenius-
ábrázolás törését kialakító modelleket javasolt, a szolubilis enzimekre alkalmazható 
módszerében az entalpia-entrópia kompenzációra alapozza elméletét. Demchenko (88) 
összefoglalójában a nemarrheniusi viselkedés lehetséges okaiként a reakciómechanizmus, 
illetve a sebességmeghatározó lépés változását, a fehérje konformációváltozását, illetve az 
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entalpia-entrópia kompenzációt is vizsgálta, azonban a fehérjedinamika és a katalízis 
csatoltságát, illetve a csatoltság h mérsékletfüggését jelölte meg a nemarrheniusi viselkedés 
hátterében lév  legvalószín bb okként. Truhlar és Kohen (89) elmélete a mikrokanonikus 
sokaság figyelembe vételével a nemarrheniusi viselkedést az el z ekt l eltér  módon, 
energetikai úton értelmezi. Az elmélet szerint a reakcióba lép  molekulák átlagos energiája a 
h mérséklet növelésével kisebb mértékben növekedik, mint a rendszerben el forduló összes 
(reagáló és nem reagáló) molekula átlagos energiája, így a reakció aktiválási energiája 
csökken. Cornish-Bowden kritikus munkája (90) arra a fontos tényre világított rá, hogy az 
Arrhenius-ábrázolás a h mérsékletnek csak nagyon kis tartományára vonatkozik, így az 
extrapolációk (f leg a tengelymetszetre vonatkozóak) nem tükrözik a valóságot. Az entalpia-
entrópia kompenzáció elméletét elvetette (példákkal alátámasztva az elmélet hibáit), mint 
valódi fizikai jelenséget. 
A KM értékeinek h mérsékletfüggését keveset vizsgálták. Ha a termék keletkezése a 
sebességmeghatározó lépés az enzimreakció során, akkor KM megegyezik a szubsztrát 
disszociációs állandójával (Kd), amelynek h mérsékletfüggését a van’t Hoff egyenlet írja le. 
Ha a disszociáció szabadentalpiája állandó, a van’t Hoff ábrázolás (ln KM vs. 1/T) lineáris. 
Amennyiben eltérés található a lineáristól, az a sebességmeghatározó lépés vagy a 
szubsztrátköt dés mechanizmusának változását jelzi (91, 92). A Michaelis-állandó 
h mérsékletfüggése különböz  h mérséklettartományhoz adaptálódott ortológok esetén 
jelent sen el is térhet (56, 93). A kcat/KM h mérsékletfüggésének vizsgálatát egyedi sebességi 
állandók számolásánál használják, els sorban proteázok esetén (94, 95).  
 
Irányított és random mutagenezis felhasználása enzimek tervezésében 
 
Az extrém körülményekhez való adaptáció vizsgálata során kísérletileg és statisztikailag 
megállapított eredmények a gyakorlatban is felhasználhatóak a biotechnológiában. A módszer 
a természetben fellelhet  enzimek mutagenezise, aminek a segítségével aminosavszinten a 
megkívánt módon módosíthatóak a fehérjék. A két lehetséges módszer a random és az 
irányított mutagenezis. Az irányított mutagenezis során a megismert összefüggéseket 
felhasználva megtervezett mutációk beépítése történik a fehérjébe, a munkafolyamat alatt a 
tervezés fázisában számításokkal alátámasztva választják ki a mutációkat, és a kísérletek az 
elméleti meggondolásokat meger sítik, esetleg cáfolják. Az irányított mutagenezis (96-98) 
során rendszerint a megcélzott feladat valamely fehérje h stabilitásának növelése volt, mivel 
a biotechnológiában hasznos folyamatok jellemz en magas h mérsékleten mennek végbe, és 
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az ezt elvisel  enzimvariánsok létrehozása a cél. A másik megközelítési mód a random 
mutagenezis vagy irányított evolúció (99). Itt a mutációkat véletlenszer en viszik a DNS-be 
(100), és a mutáns fehérjéket mesterséges evolúciós nyomással sz rik a megkívánt változást 
figyelembe véve. A többlépcs s folyamat eredményeképpen a mutánsok szekvenciáját utólag 
ellen rzik, és a változásokat megmagyarázzák az addigi ismeretanyag felhasználásával, 
továbbá azt b vítik is az új felfedezésekkel. Az irányított evolúciós megközelítés rendszerint 
jobban felhasználható eredményeket biztosít, azonban jóval munkaigényesebb, nagy mérték  
beavatkozás esetén célszer  használata. Kisebb várható hatású mutációk hatását egyszer bb 
az irányított mutagenezis módszerét felhasználva vizsgálni. 
 
A konformációs flexibilitás módosítása mutagenezis útján 
 
A konformációs flexibilitás szerepe az enzimek aktivitásában és stabilitásában még nem 
tökéletesen megoldott feladat. Egy kiegészít  adalék lehet az irányított mutagenezissel 
végrehajtott direkt flexibilitásváltoztatás. Ennek egy lehetséges módszere a prolinok és 
glicinek szubsztitúciója, ami a hideghez való adaptációban szignifikáns szerepet játszik (33, 
101).  
A fehérjealkotó aminosavak közül a prolin egyedüliként gy r t tartalmaz, mely öttagú, így a N-
C  kötés körüli szabad rotáció akadályozott. A prolint tartalmazó peptidkötés konformációs 
lehet ségeit ez jelent sen lecsökkenti, a -szögnek -63° ±15° értékhatárt adva. A glicin ezzel 
ellentétben legkisebb méret  oldalláncának (H-atom) köszönhet en a legnagyobb konformációs 
szabadságot biztosítja a peptidkötés számára. A prolin merevségének köszönhet en növeli a 
fehérjemolekula stabilitását, valamint nagy szerepe van a konformációs flexibilitás 
csökkentésében, vagyis a molekula rigiddé tételében. Mindez általában növeli az enzim optimális 
h mérsékletét. Ez összhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy a termofil enzimek több prolint 
tartalmaznak, mint mezofil homológjaik. Az irányított mutagenezis rutinmódszerré válása óta 
folyamatosan történnek próbálkozások a prolin és glicin ellentétes tulajdonságainak 
kiaknázására. A kísérletek általában azt mutatták, hogy a prolinnak glicinre való cseréje 
rendszerint az enzim stabilitásának csökkenését, és specificitásának olyan irányú változását 
eredményezte, ami a megn tt flexibilitás következménye (102-104). A szakirodalomból a 
flexibilitási mutációk additív hatásának leírása hiányzik, továbbá csak feltételezések vannak 
arról, hogyan lehet az enzim specifikus aktivitását flexibilitási mutáció révén módosítani.  




A h - és hidegadaptáció megértése érdekében olyan modellenzimekre van szükség, amelyeket 
ezekhez a természeti viszonyokhoz alkalmazkodott, alacsonyabbrend  organizmusokban is 
megtalálhatunk. A modellfehérjéknél fontos szempont még a könny  el állíthatóság, vagyis a 
rekombináns enzim natív formában egy egyszer  prokarióta expressziós rendszer segítségével 
nagy mennyiségben, jól tisztítható módon el állítható legyen.  
A megfontolások alapján választásom két enzimre esett, amelyek egyaránt több alegységb l álló 
dehidrogenázok.  
A gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz (GAPDH) az anyagcsere egyik legf bb útvonalának, a 
glikolízisnek egyik enzime, ami feltehet en a szervezetben hosszú ideje nagy mennyiségben 
való jelenléte miatt további funkciókat is elnyert. Ez az enzim gyakorlatilag minden 
él lényben el fordul, szerkezeti szervez dése azonban nem mutat jelent s differenciákat. 
A második modellenzim az izopropilmalát dehidrogenáz (IPMDH), amely alacsonyabbrend  
él lényekben (archeák, eubaktériumok) és növényekben fordul el , a gerincesekben, így 




A GAPDH (EC: 1.2.1.12) a glikolízis 6. lépését katalizálja, a régen jól ismert és fontos 
metabolikus funkcióján kívül rendkívül sok egyéb funkció is kapcsolódik hozzá. Az utóbbi 
id ben egyre több új területen ismerték fel szerepét: többek között a transzkripció 
aktivációjában (105), az apoptózisban (106), az endoplazmatikus retikulum-Golgi vezikulum 
transzportban (107). 
A GAPDH homotetramer felépítésú enzim, az alegységek egy NAD-köt  és egy katalitikus 
doménb l épülnek fel (4. ábra) (108). 
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4. ábra: A GAPDH tetramer szerkezete 
 
A NAD köt dése konformációs változást okoz (109), a további alegységekhez történ  NAD-
köt dés alacsonyabb affinitással történik, ami a négy alegység közötti negatív allosztériát 
eredményezi (110). A NAD köt dését a konformációs flexibilitás csökkenése is kiséri. 
Tömegspektrometriával követett H/D kicserél dés vizsgálatok során kimutatták, hogy a 
GAPDH dinamikája az egyes NAD koenzimek köt dése folyományaként fokozatosan 
lecsökken (111). A csökkenés az els  NAD molekula köt désekor a legjelent sebb, a 
második és harmadik köt dési eseménykor már kisebb a változás, míg a negyedik koenzim 
köt dése már nem okoz változást a fehérje dinamikájában.  
A GAPDH-t számtalan különböz  organizmusból izolálták, köztük egy extrém h stabil 
változatát a Thermotoga maritima eubaktériumból (112). A fehérje kristályszerkezetét néhány 
évvel kés bb megoldották (113), a fehérje h stabilitásához a nagyszámú sóhíd hozzájárulása 
a legfontosabb. A GAPDH által katalizált oxidációs reakció során az aktivációs energia a 
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h mérséklet növelésével csökken, és a H/D kicserél dési vizsgálatok alapján 
szobah mérsékleten az enzim jóval rigidebb, mint az éleszt  GAPDH (112). A TmGAPDH 
szobah mérsékleten limitált flexibilitással rendelkezik, a közeli UV-CD és fluoreszcencia 
spektrumok a hidrofób magban az aromás oldalláncok szoros pakolására utalnak. A 
fluoreszcencia h mérsékletfüggése rendellenes: a h mérséklet növelése hatásra a fehérjék 
fluoreszcencia spektruma vöröseltolódást szokott mutatni az aromás oldalláncok 
mobilitásának és hozzáférhet ségének növekedése miatt, a TmGAPDH esetében viszont 
kismérték  kékeltolódást tapasztaltak, ami az aromás oldalláncok korlátozott flexibilitására és 
a hidrofób kölcsönhatás további er södésére utal.  
A nyúlizom GAPDH egy célszer nek t n  kontrollfehérje. A térszerkezete ismert (114), így 




Az IPMDH (EC: 1.1.1.85) a leucin bioszintézisének utolsó el tti lépését katalizálja, a 
(2R,3S)-3-izopropil-almasav (IPM) átalakítását 2-keto-izokapronsavvá, amihez kofaktorként 
NAD+-ot és egy kétérték  kationt, els sorban Mn2+-t használ.  
A PDB adatbázisban nyolc különböz  fajból származó IPMDH szerkezete szerepel: Thermus 
thermophilus (115), Thiobacillus ferrooxidans (116), Bacillus coagulans (117), Thermotoga 
maritima, Salmonella typhimurium (118), Escherichia coli (118), Sulfolobus tokodaii and 
Mycobacterium tuberculosis (119). Az IPMDH enzimek homodimer felépítés ek, az 
alegységek két doménb l épülnek fel, az els  domén tartalmazza az N- és C-terminálist, míg a 
másik domén alakítja ki az alegységek érintkezési felületét (5. ábra).  
A két domént egy tíz szálból álló -lemez kapcsolja össze. Az IPMDH alegységeinek 
érintkez  régiója mindkét alegység g és h hélixeib l áll, ami egy négy hélixet tartalmazó 
köteget alkot, továbbá egy karszer  régióból, amely a másik alegységnek ugyanazon 
régiójával van kölcsönhatásban, és egy antiparallel -lemezt alkot, amely a K és L -szálakból 
áll. Az aktív hely a két domén közötti hasadékban található, mindkett  monomer részt vesz 
kialakításában. A koenzim az els  doménhez köt dik, míg a szubsztrát köt déséhez a két 
alegységhez tartozó egyes és kettes domének (1. alegység 2. domén + 2. alegység 1. domén, 
ill. 1. alegység 1. domén + 2. alegység 2. domén) térbeli közeledése szükséges. 
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5. ábra: Az IPMDH dimer molekula szerkezete 
 
Munkám során a Thermus thermophilus, Sulfolobus tokodaii és E. coli és Vibrio sp. I5 
IPMDH kinetikai és fizikai jellemzését végeztem el, a h mérsékletfüggésre kiemelt szerepet 
szabva. A TtIPMDH a h stabil enzimek egyik prototípusa (120, 121), kinetikai és szerkezeti 
(115) szempontból alaposan vizsgálta Tairo Oshima kutatócsoportja, a f  szempont a 
h stabilitás szerkezeti alapjainak felderítése volt (122, 123), illetve kés bb random 
mutagenezis kísérletek során az aktivitásprofil alacsonyabb h mérséklet irányába történ  
elmozdítását vizsgálták részletesen (124, 125). A termoacidofil StIPMDH-t a kés bb 
felfedezett enzimek közé tartozik, a legmagasabb h mérsékleten él  organizmusból izolált 
jellemzett IPMDH, jelent sége leginkább ebben rejlik (126). Az EcIPMDH enzim a 
TtIPMDH h stabilitásának vizsgálata során mint kontroll merült fel el ször (127), jellemzése 
a kristályszerkezet megoldása (118) után folytatódott (128, 129). Az északi sarki vizekben él  
baktériumból izolált ViIPDMH szerkezetér l csak egy homológiamodell állt rendelkezésre 
(130). 
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A szerkezetek ismerete alapján kijelenthet , hogy a különböz  IPMDH-k egymásra nagyon 
hasonlítanak (EcIPMDH vs TtIPMDH C RMSD=1,8 Å), ugyanakkor kinetikai és fizikai-
kémiai sajátosságaik között nagy különbségek vehet ek észre. 
A TtIPMDH által katalizált reakció kinetikájára Dean és Dvorak random köt dési 
mechanizmust javasolt (131), amely a NAD-dal együtt kristályosított szerkezetével 
összhangban volt (132). A NAD köt dése olyan állapotot eredményezett, ami a nyílt és zárt 
konformáció között helyezkedik el. Egy kés bbi kísérletsorozatban Kadono és munkatársai 
röntgenkrisztallográfiai és kisszög  röntgenszórással kapott eredményei meger sítették ezt 
(133), és igazolták, hogy a szubsztrát és koenzim együttes köt dése során a szerkezet zárt, 
míg külön-külön köt désük különböz , a nyílt és zárt konformáció közötti átmeneti állapotot 
mutat, tehát a koenzim és szubsztrát egymástól függetlenül tud köt dni az enzimhez. A 
szubsztráttal együtt kristályosított szerkezet tanúsága szerint az el z  adatoktól némileg 
eltér en teljesen zárt konformáció alakul ki (116). 
A Mycobacterium IPMDH szerkezetének közlése során arra hívta fel a figyelmet Singh, hogy 
a nyitott-zárt konformációk között nem lelhet  fel éles átmenet, a különböz  publikált 
szerkezeteket összerendezve a konformációs alállapotok folyamatos átmenetet mutatnak 
(119). Ezek alapján er sen feltételezhet , hogy az alállapotok között dinamikus egyensúly 
van, és a rendszer paraméterei (szubsztrát, koenzim jelenléte, pH, ioner sség, h mérséklet) az 
egyensúlyt különböz  mértékben modulálják csak, nem egyértelm  állapotok közötti diszkrét 
átmenetekr l beszélhetünk (6. ábra). 
A konformációs flexibilitás szerepét kutatócsoportunk korábban ezen a modellenzimen 
vizsgálta (58). A TtIPMDH és EcIPMDH konformációs flexibilitását megvizsgálva arra a 
következtetésre jutottak, hogy bár szobah mérsékleten a mezofil enzim jóval flexibilisebb, 
azonban az egyes enzimek optimális m ködési h mérsékletén megvizsgálva ugyanezt, az a 
tapasztalat, hogy a konformációs flexibilitásuk megegyezik, így kijelenthet  volt, hogy a 
konformációs flexibilitás beállítása kulcsszerepet játszik a fehérjék h adaptációjában. 
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6. ábra: A különböz  IPMDH szerkezetek összerendezése a domének egymáshoz való elmozdulása szerint 
folyamatos átmenetet mutatnak a nyitott és zárt állapotok között (119). 
 




Az enzimek m ködésében két ellentétes hatású fizikai jelenségnek, a szerkezeti stabilitásnak 
és a konformációs flexibilitásnak finoman összehangolt egyensúlyára van szükség. Az 
enzimek aktivitásához szükség van konformációs mozgásokra, viszont a natív szerkezetük 
fenntartása is elengedhetetlen kritérium. Az enzimek rendkívül érzékeny objektumok, csak 
igen sz k h mérséklettartományban m ködnek. Azonos funkciójú, de különböz  
h mérséklethez alkalmazkodott enzimek összehasonlító vizsgálata segítségével a flexibilitás, 
stabilitás és aktivitás közötti összefüggések alaposabban vizsgálhatóak. Munkám során a 
katalizált reakciók és katalizátoraik konformációs flexibilitásának h mérsékletfüggését 
vizsgáltam. F  célom az enzimaktivitás és a konformációs flexibilitás közötti összefüggések 
részletes megértése volt. Vizsgálati objektumként két dehidrogenázt, a GAPDH-t és az 
IPMDH-t választottam.  
 
• A GAPDH enzimek mezofil és termofil változatának vizsgálata során arra kerestem a 
választ, hogy miként valósul meg a magas h mérséklethez való alkalmazkodás az 
enzimek konformációs flexibilitásában és stabilitásában. 
• Az IPMDH enzimváltozatok h mérsékleti adaptációját megvizsgálva kerestem arra a 
kérdésre a választ, hogy mennyire tekinthet  általánosnak az a megfigyelés, hogy a 
konformációs flexibilitás beállítása a h mérsékleti adaptáció f  stratégiája, vagy egyéb 
alkalmazkodási lehet ségek is megvalósulnak. 
• Megfigyelésünk szerint az E. coli IPMDH által katalizált reakcióban a szubsztrátra 
vonatkozó Michaelis-Menten állandó h mérsékletfüggésének van’t Hoff ábrázolása 
szigmoid lefutást mutat. Arra a kérdésre kerestem a választ, hogy milyen fizikai 
kölcsönhatások következménye ez a korábban nem tapasztalt h mérsékletfüggés. 
Feltételezésünk szerint a fehérje dinamikájának h mérsékletfügg  változásai okozhatják a 
változást, kísérleteimmel a változás pontos okát kerestem. 
• Korábbi tapasztalatok szerint a nagyobb flexibilitással rendelkez  enzimek rendszerint 
nagyobb enzimatikus aktivitással rendelkeznek. Arra a kérdésre is választ kerestem, hogy 
egy enzim konformációs flexibilitásának megnövelése célzott mutációkkal milyen hatást 
gyakorol az enzim aktivitására. 
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Anyagok és módszerek 
 
Ebben a fejezetben nem a „hogyan?” kérdésre szeretnék válaszolni az egyes módszereket 
illet en, mivel a molekuláris biológiai és fehérje-biokémiai módszerek az olvasó számára 
ismertek, legfeljebb a „miért?” kérdésre próbálok választ adni, tehát megmagyarázni, hogy az 
adott módszert miért használtam, illetve miért az adott módszert használtam. Talán 




A munka során különböz  organizmusokból származó IPMDH és GAPDH fehérjékkel 
dolgoztam. A GAPDH esetén ez részben vásárolt, illetve mások által el állított fehérjével 
való munkát jelentett, ezzel az Anyagok és módszerek részben nem foglalkozom. A három, 
különböz  h mérséklethez adaptálódott IPMDH enzimet egyaránt heterológ, Escherichia coli 
expressziós rendszerben rekombináns formában állítottam el , továbbá a Sulfolobus tokodaii 
IPMDH enzimet Chie Motonotól (Tokyo University of Pharmacy and Life Science) kaptam. 
A három rekombináns változat esetében már korábbi munkák alapján rendelkezésre állt a 
megfelel  termel  konstrukció, azonban ezek különböz , és nem megfelel  hatékonyságú 
expressziós rendszerek mind expressziós hatékonyság, mind a fehérje tisztíthatóságát illet en. 
Munkám kezdeti id szakában a rendelkezésre álló rendszereket használtam, de a 
továbbiakban kés bbi ismereteimet felhasználva a három fehérjét egységes expressziós 
rendszer segítségével termeltettem.  
A kiindulási konstrukciók TtIPMDH esetén a pUC118 vektorba PstI-KpnI helyen klónozott 
leuB gént tartalmazó pUTL118, EcIPMDH esetén a pBluescript vektorba PstI-KpnI helyen 
klónozott leuB gént tartalmazó pWally, ViIPMDH esetén a pUC18 vektorba BamHI helyen 
klónozott leuB gént tartalmazó pGWII voltak. A gazdasejtvonalak pUTL118 esetén BMH 71-
18, pWally esetén RDK1782, míg pGWII esetén OM17 (leuB deficiens JM105 változat).  
A módosított konstrukciók elkészítéséhez pET21c vektort használtam, kihasználva a C-
terminális 6XHis-tag affinitásjelöl csoport bevitelét. A három gént a szokásos DNS 
technológiai módszerek segítségével NheI-NotI helyre szubklónoztam, majd gazdasejtként az 
E. coli BL21 (DE3) pLysS sejtvonalat használtam. 
 




A mutagenezist a Stratagene cég QuikChange® kitje segítségével, a leírás szerint végeztem. 
Templátként a TtIPMDH enzimet kódoló gént tartalmazó eredeti pUTL118 konstrukciót 
használtam. A mutagenezis eredményességének el zetes tesztelésére a mutagenezishez 
használt oligonukleotid segítségével restrikciós profilt megváltoztató, azonban a kifejezett 
fehérjében nem jelentkez  csendes mutációt is terveztem: így egy egyszer  restrikciós 
emésztés segítségével a mutáció megtörténtét az akkoriban lassú és költséges szekvenálás 
el tt meg tudtam állapítani. Természetesen a szekvenálás is szükséges volt a mutáció 
validálására, azonban ez már csak az el zetesen jónak talált klónok vizsgálatát jelentette, 
amelyet küls  helyen végeztek (MTA SZBK Szeged, MBK Gödöll ). A felhasznált 
oligonukleotidok a következ ek voltak (piros színnel a tényleges, kékkel a csendes 
mutációhoz szükséges módosításokat jelöltem): 
 
Szekvencia Mutáció Restrikciós 
enzim 
5’-CCT TGG GAA GGG GAA CCG GGG TCT TTG AGC CCG 
5’-CGG GCT CAA AGA CCC CGG TTC CCC TTC CCA AGG 
P267G BanI 
5’-CG CCT ACG AGG TGT TCG GCT TCG GCG GGG CG 
5’-CGC CCC GCC GAA GCC GAA CAC CTC GTA GG 
P40G BpiI 
5’-C CTT CCC CGA GGG CAC GCG TAA GGG CGT GG 
5’-C CTC CAC GCC CTT ACG CGT GCC CTC GGG GAA GGG 
P56G MluI 
5’-GGA GAC CCC GCC CGG GGA CCT CGG AGG AAG 
5’-CTT CCT CCG AGG TCC CCG GGC GGG GTC TCC 
P325G SmaI 
5’-CG CCT ACG AGG TGT TCC TCT TCG GCG GGG CG 
5’-CGC CCC GCC GAA GAG GAA CAC CTC GTA GGC G 
P40L BpiI 
5’-CC CTT CCC CGA GGA GAC GCG TAA GGG CGT GGA GG 





A fehérjeexpresszió során a további kísérletekhez esszenciális fehérjék termelése történik meg 
nagy mennyiségben. Fontos cél, hogy a kívánt célfehérje homogén és natív állapotban 
keletkezzen, illetve a minél jobb kitermelés sem másodlagos. Az egységes expressziós 
rendszer alkalmazása ez utóbbiban segít, mivel a kimondottan expresszióra ajánlott pET 
vektorok felhasználásával sokkal szigorúbban szabályozható a fehérjeexpresszió, így indukció 
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el tt gyakorlatilag nem keletkezik a baktérium számára nagy mennyiségben mindenképpen 
felesleges fehérjetermék, így a sejtek mennyisége az expresszió során magasabb értékek érhet 
el, ekképpen a termelhet  fehérje összmennyisége is nagyobb lesz. A pET rendszer el nye 
még, hogy a sejtek számára toxikus fehérjék termelését is lehet vé teszik a konstitutív 
expresszió visszaszorítása révén, bár erre munkám során nem kellett törekednem. A 
munkámhoz használt fehérjék expresszióját a következ  módon hajtottam végre:  
 
TtIPMDH (pUTL118): 
A plazmiddal transzformált BMH 71-18 sejtvonalat rázótermosztátban 100 μg/ml ampicillin 
jelenlétében 200 rpm rázatás mellett 37 oC-n 3 órán át növesztettem (OD600=0,3-ig), majd 0,1 
mM IPTG-vel való indukció után további 12 órán át növesztettem.  
 
ViIPMDH (pGWII):  
A plazmiddal transzformált OM17 sejtvonalat rázótermosztátban 100 μg/ml ampicillin 
jelenlétében 200 rpm rázatás mellett 37 oC-n 3 órán át növesztettem (OD600nm=0,3-ig), majd 
0,1 mM IPTG-vel való indukció után további 12 órán át növesztettem.  
 
EcIPMDH (pWally) 
A plazmiddal transzformált E. coli RDK1782 sejtvonalat 30 °C-on növesztettem 100 μg/ml 
ampicillin és 50 μg/ml koncentrációjú kanamicin jelenlétében. A logaritmikus fázisban 
(OD600nm=0,4) h indukáltam 42 °C-on, 1 órás indukció után tovább növesztettem a sejteket 3 
órán át, 37 °C-on.  
 
pET21c alapú plazmidok (mindhárom konstrukció) 
A plazmiddal transzformált BL21 (DE3) pLysS sejtvonalat rázótermosztátban 100 μg/ml 
ampicillin jelenlétében 250 rpm rázatás mellett 37 oC-n 3-4 órán át növesztettem 
(OD600nm=0,6-ig), majd 0,4 mM IPTG-vel való indukció után további 4 órán át növesztettem.  
 
Mutáns enzimek expressziója 
 
A mutáns enzimek expressziója a vad típusú TtIPMDH expressziójával megegyezett. 
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Feldolgozási m veletek 
 
A bakteriális expressziós rendszerekben termelt fehérjék esetén a feldolgozás a kultúrák 
centrifugálásával kezd dött, melyet Beckman Avanti centrifugán JA-10 rotorban 5000 rpm-n    
4 oC-n 15 percig végeztem. A lecentrifugált sejtmasszát lefagyasztottam, majd kiolvasztás 
után a sejteket ultrahangos szonikáló berendezéssel roncsoltam. A sejttörmelék 
centrifugálással (Beckman Avanti centrifuga JA-10 rotor 17000 rpm-n 4 oC 17 perc) 
választottam el a felülúszótól, ami az enzimeket tartalmazta. A további lépések a régi és új 
konstrukciók különböz ek voltak, ezeket tagolva tárgyalom. 
 
Eredeti konstrukciók és mutáns IPMDH változatok 
 
A sejtmentes felülúszót a h stabil enzimek esetén 60 oC-os h denaturációnak vetettem alá, 
ami növeli a célfehérje tisztaságát a bakteriális gazdafehérjék denaturációja miatt. 
Természetesen ezt a lépést az EcIPMDH és ViIPMDH esetén kihagytam. A második lépés 
DE52 oszlopon (DEAE-cellulóz) végzett anioncsere volt, ami a felülúszóban található nagy 
mennyiség  kismolekula eltávolítására, valamint a célfehérje dúsítására alkalmas. A harmadik 
lépésként ammónium-szulfátos kicsapást használtam, ami után a hidrofób kromatográfia 
következett (Butyl-Sepharose). Az ezt követ  újabb anioncsere (DEAE-Sepharose) már elég 
nagy tisztaságú fehérjét eredményezett, azonban polírozó lépésként még gélsz rés volt 
szükséges (Sephacryl S-200). A hatlépéses tisztítás után 95-98% tisztaságú fehérjét kaptam, 
ami a kísérleteimhez megfelel  volt. A tisztítás jelent s hátránya volt a kiindulási kisebb 
fehérjemennyiség, a tisztítási módszer hosszadalmassága és az ered  alacsony kitermelés. 




A pET rendszerben termelt fehérjék esetén a sejtfelülúszó Ni-NTA Superflow oszlopon 
tisztítottam, itt egy lépés elegend  volt a korábbi 95%-os tisztaság eléréséhez.  
Az anyagmérleget megvonva jellemz en a kiindulási állapot esetén 2 hét alatt 6L tápoldatból 
20 mg fehérjét kaptam, míg a módosított rendszerben három nap alatt 1L tápoldatból 100 mg 
fehérje volt az eredmény. Persze felvet dhetne a kérdés, hogy miért nem elég a 20 mg, de a 
fizikai-kémiai méréseimhez igen nagy mennyiség  fehérjére volt szükségem, ezért szükséges 
volt a módosítás. 




Az enzimaktivitásmérések a munka esszenciális részét képezték. A különböz  
h mérsékletekhez adaptálódott enzimek esetén a méréseket is igen széles 
h mérséklettartományban kellett vizsgálni, ami a 3 és 80 oC közötti intervallumot jelentette. 
Alacsony h mérsékleten a párásodást N2-áramoltatással kellett kivédeni (kb. 15 
oC-ig), magas 
h mérsékleten pedig a reakció során történ  gázképz dés hatását kellett korrigálni. Egyéb 
apró paraméterekre is figyelni kellett, így a pH-t mindig az adott mérés h mérsékletére kellett 
beállítani (korrekciós el kísérletek alapján). A méréseket mindkét enzim esetén optikai úton, 





Az enzimaktivitásméréseket 14 és 80 oC között hajtottam végre a négy enzim esetén 3 oC 
lépésközzel. Az aktivitásmérések fels  határát az enzimek denaturációs h mérséklete 
határozta meg, így ViIPMDH esetén 59 oC, EcIPMDH esetén 65 oC volt a fels  határ, míg a 
két termofil enzim esetén a teljes skála használható volt. A flexibilitási mutáns enzimek 
esetén 20 és 80 oC között 5 oC lépésközt használtam. A mérésekhez felhasznált puffer 
összetétele: 20 mM KH2PO4, 300 mM KCl, 0,2 mM MnCl2 pH 7.6. A szubsztrát és 
koenzimkoncentrációt úgy állítottam be, hogy lehetséges legyen az enzimkinetikai 
paraméterek (kcat, KM) meghatározása, ehhez egy h mérsékleten 4 szubsztrát- és 4 
koenzimkoncentrációt használtam, az ekképpen kapott 16 mérési pontból nemlineáris 
illesztéssel határoztam meg a enzimkinetikai paramétereket. A szubsztrátkoncentráció (DL-
treo-izopropilalmasav) 10-600 μM, a koenzimkoncentráció (NAD+) 20-1000 μM között 
változott. A szükséges enzimmennyiség hozzáadásával indítottam a reakciót, amelyet mindig 
igyekeztem úgy beállítani, hogy a kezdeti sebességet a lehet ségek szerint pontosan le tudjam 
olvasni. A reakció folyamán az optikailag követhet  jel a keletkez  NADH 340 nm-n 




Az enzimaktivitásméréseket 3-40 oC (nyúl), illetve 5-75 oC (Thermotoga maritima) között 
végeztük el 7 h mérsékleten. Az enzimreakció során a gliceraldehid-3-foszfát oxidációját 
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vizsgáltuk, spektrofotometriásan a keletkez  NADH abszorbanciáját detektáltuk 366 nm-en. 
A reakciópuffer 50 mM Teorell-Stenhagen puffer volt (pH=8,5) kiegészítve 10 mM kálium-
dihidrogén-arzenáttal, valamint változtatott mennyiség  koenzimmel (NAD+) és szubsztráttal 





A CD méréseket Jasco J-720 spektropolariméterrel végeztük. A m szer egy Neslab RTE-110 
számítógéppel vezérelhet  termosztáttal kiegészítve lehet vé tette a h mérséklet pontos 
beállítását és a h denaturációs kísérletekhez szükséges folyamatos felf tés megvalósítását. A 
vizsgált hullámhossztartománynak megfelel en 0,1 (távoli-UV) és 5,0 cm-es (közeli-UV) 
úthosszúságú, hengeres, termosztálható kvarcküvettákat használtam. A h mérsékletbeállítás 
pontossága ±0.1 °C. A f tési sebesség 50 °C/óra volt. Az alkalmazott fehérjekoncentráció a 
küvettától és a mérési tartománytól függ en 0,1-0,25 mg/ml volt. Az alkalmazott pufferek 
megfeleltek az enzimaktivitásmérés esetén használtaknál, szubsztrátot és koenzimet nem 
tartalmazott a minta. A h denaturációs kísérletekben az átmeneti h mérsékletet (Tm) a f tési 




A differenciális pásztázó kalorimetriai (DSC) kísérleteket VP-DSC (Microcal Inc.) m szeren 
végeztük. 1 °C/perc f tési sebességeket használtunk. A fehérjekoncentráció 0,2-2 mg/ml volt. 
Az eredményeket Origin 5.0 programmal értékeltük ki. A h kapacitásokat a Privalov által 
javasolt módszerrel számítottuk ki (134). A h denaturációs átmenetek nagyrészt irreverzibilis 
volta miatt általában a kalorimetrikus entalpián kívül más mennyiséget nem számoltunk ki. 
Bizonyos esetekben a van't Hoff entalpia meghatározása információkat szolgáltathat az 
átmenetek természetét illet en (kétállapotúnak tekinthet -e a rendszer vagy sem), illetve az 
illesztés során kapott átmeneti h mérsékleteket pontosabbnak tekinthetjük, mint a nyers 
h abszorbciós görbe átmenethez tartozó maximumértékét. 
 




A nehézvízben (D2O) bekövetkez  H/D kicserél dés kinetikáját Bruker IFS 28 Fourier-
transzformációs infravörös spektrofotométerrel követtük (71, 72). A minták és a háttér mérése 
során átfolyós rendszer , CaF2-ból készült, 110 μm úthosszú küvettát használtunk. A 
h mérsékletet a küvetta ablakához rögzített szenzorral, egy Cole-Parmer digitális h mér vel 
mértük. A méréseket 20-80 °C intervallumban végeztük, 3 °C lépésközzel. Alacsonyabb 
h mérsékleten technikai okok miatt (a küvetta buborékmentesen nem betölthet ) nem 
végeztünk méréseket. A magas h mérséklet esetén a CaF2 fizikai stabilitása jelentett határt. A 
GAPDH enzimek esetén a méréseket 25 °C-on, valamint Thermotoga maritima GAPDH 
esetén 68°C-on is végrehajtottuk.  
Az IPMDH mintákat 20 mM káliumfoszfát, 300 mM KCl pufferoldatban (pH 7,6) dializáltuk, 
majd liofilizáltuk ket 12 órán keresztül. A GAPDH esetén Teorell-Stenhagen puffert (pH 6,0 
és 7,0) használtunk a dialízishez. A liofilizálás során bekövetkez  aktivitásvesztés 
elhanyagolható volt. A dialízispufferekb l szintén liofilizálással kaptuk meg a mérend  
háttérhez szükséges mintát.  
A liofilizált mintát (0,5-1 mg) nehézvízben oldottuk fel. A kicserél dés kezdeti id pontjának 
a nehézvíz hozzáadását tekintettük. Kb. 30-40 s után, ami a teljes feloldódásra, betöltésre és a 
mérés elindítására fordítódik, spektrumsorozatot vettünk föl, 4000-400 cm-1 tartományban, 
kezdetben 10 s-enként (4 scan, zajosabb spektrumok), majd végül a kicserél dés lassulásával 
összhangban 10 percenként (128 scan, pontosabb mérések). A felbontás 2 cm-1 volt. A mérés 
során a küvettateret szárított leveg vel, illetve esetenként száraz leveg  hiányában 
folyamatosan nagytisztaságú nitrogénnel öblítettük, hogy a vízg z mennyiségét minél jobban 
csökkentsük a cellatérben. A spektrumokat a mérés után el re felvett vízg zspektrummal 
korrigáltuk. 
 
H/D kicserél dés 
 
Az amid-I és amid-II sávok abszorbanciáit maximumuk hullámhosszán (1650 cm-1 ill. 1547,5 
cm-1) értékeltük ki, ezt korrigáltuk az 1789 cm-1-en mért háttérrel. A kicseréletlen 
peptidhidrogének X arányát az alábbiak szerint kaphatjuk meg: 
ahol ω(t) az amid-I és amid-II sávoknak megfelel  abszorbanciák aránya az alapvonal 
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ω(0) a nem deuterált fehérje amid-II/amid-I aránya, és ω(∞) ugyanez az arány teljesen 
deuterált fehérje esetén. 
 X(t) meghatározásához el bb ismernünk kell ω(0) és ω(∞) értékét. ω(0)-t, a 
kicseréletlen amid-II/amid-I arányt a fehérje KBr pasztillában ill. nujolban történ  mérésével 
határoztuk meg (58). Alkalmaztunk egy harmadik módszert is, amikor közönséges vízben 
vettük fel a fehérjék infravörös spektrumát. Ekkor 20 μm vastag küvettát használtunk (a mért 
tartományban a víz fényelnyelése jelent s). A víz 1650 cm-1 körüli HOH deformációs rezgése 
miatt a háttérhez képest a fehérje térfogata által kizárt víz jelent s „negatív” csúcsként 
jelentkezett, ezt megfelel en korrigálni csak az amid-II tartományában lehetett. Az amid-I 
értékét egy azonosan kezelt, ugyanolyan koncentrációjú minta nehézvízben történ  méréséb l 
kaptuk. Mindhárom módszer azonos eredményre vezetett, mindegyik enzim esetén egyaránt 
ω(0)=0.65±0.02 értéket kaptunk.  
 A teljesen kicserélt fehérje ω(∞) értékét megemelt h mérsékleten, D2O-ban 14 napon 
át inkubált minták mérésével határoztuk meg. A Vibrio sp. I5 IPMDH esetén 30 °C az E. coli 
IPMDH esetén 45 °C, a Th. thermophilus IPMDH esetén 65 °C-os inkubációs h mérsékletet 
használtunk. A m velet során kicsapódott a fehérje mennyiségének kb. 50 %-a. Ezt a mérés 
el tt centrifugálással (12000 g, 15 perc) eltávolítottuk. Mindhárom enzimre ω(∞)=0.1±0.01 
értéket kaptunk. (Sulfolobus tokodaii IPMDH enzimb l kevesebb állt rendelkezésre, ott 
ezeket a kísérleteket nem hajtottam végre, és az IPMDH-kra feltehet en általánosan érvényes 
értékeket használtam). A GAPDH-k esetén az el kísérleteket elvégezve ugyanezekkel az 
adatokkal tudtunk számolni. Az eredményeket az EX2 kicserél dési mechanizmus (71) szerint 
értékeltem ki, amely feltételezi, hogy az eltemetett labilis hidrogéneket felszínre hozó 
fluktuációk gyorsak az oldószernek kitett peptidcsoportok kicserél dési sebességéhez képest. 
Tehát a kicserél dés:  
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Ebben az esetben a kicserél dés lefolyását egyidej leg végbemen , els rend  reakciók 
sorozataként tekinthetjük: 
 
ahol n a peptidhidrogének száma a fehérjemolekulában, ρ i pedig annak a valószín sége, hogy 
az i-edik peptidcsoport az oldószernek kitett állapotban található. A kémiai kicserél dés k0 
sebességi állandója, a pD és a h mérséklet függvénye. Modellpeptideken végzett NMR-
vizsgálatok alapján a k0 értéke kis mértékben függ az egyes peptidcsoportok szomszédságában 
elhelyezked  oldalláncoktól (135). Az infravörös-spektroszkópia alkalmazásakor az egyes 
peptidcsoportok nem különböztethet k meg, így k0 esetében egy átlagos, az alábbi empirikus 
képlettel meghatározott értéket használtam: 
 
k0=(10
-pHleolvasott  + 10-pHleolvasott-6)100.05(T-25)  s-1, 
 
amelyet poli-DL-alanin H/D kicserél désének mérésével határoztak meg (71). Mivel jelen 
munka homológ enzimek összehasonlító vizsgálatával foglalkozik, k0 tényleges értéke nem 
befolyásolja az eredményeket. A kicserél dés kinetikai adatait az ún. relaxációs spektrum (72) 
formájában ábrázoltam, ahol a kicseréletlen amidprotonok hányadát (X) log(k0t) 




A fluoreszcenciaméréseket Peltier termosztáttal felszerelt Jobin Yvon Horiba Fluoromax3 
spektrofluoriméter segítségével végeztem el, 10*4 mm-es kvarcküvettában. A felhasznált 
puffer az aktivitásmérésnél is használt foszfátpuffer volt. A méréseket konstans 
enzimmennyiséggel (150nM) és változó mennyiség  IPM és NADH felhasználásával 
végeztem. A gerjeszt  hullámhossz 275 nm volt, az emissziót 310-500 nm között detektáltam. 
Az értékelés során Trp emissziós esetén a 310-390 nm hullámhossztartományban, NADH 
emisszió esetén 390-500 nm tartományban integráltam a fényintenzitást. A méréseket 14-50 
°C h mérséklettartományban 3 °C lépésközzel végeztem el. A mérések kontrolljaként 
triptofán-oldattal (az IPMDH-oldattal azonos emisszióintenzitású volt) is elvégeztem a 
NADH által okozott quenching vizsgálatát. A felhasznált matematikai eljárást az eredmények 










Eredmények és megbeszélés 
A GAPDH nemarrheniusi viselkedése 
 
A munkában az enzimaktivitás h mérsékletfüggésében található rendhagyó viselkedésre 
próbáltunk szerkezeti magyarázatot találni, ehhez többféle modellenzimet is megvizsgáltunk. 
A gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz (GAPDH) ebb l a szempontból megfelel  
objektumnak t nt, mivel egy korábbi cikk alapján (112) tudtunk a nemarrheniusi 
viselkedésr l a Thermotoga maritimából izolált változat esetén. Mi egy mezofil ortológot is 
bevontunk a vizsgálatokba (nyúlizom), ami azért is megfelel  választás, mivel mindkét enzim 
háromdimenziós szerkezete ismert. A vizsgálat célja az volt, hogy a nemarrheniusi viselkedést 
a konformációs flexibilitás h mérsékleti változásával összefüggésbe tudjuk hozni, valamint 
esetleges további szerkezeti magyarázatot találjunk a szerkezetek elemzésével. 
 
A GAPDH enzimatikus aktivitásának h mérsékletfüggése 
 
Mindkét enzim (nyúl, Thermotoga maritima) esetében a GAPDH által katalizált 
gliceraldehid-3-foszfát oxidációt követtük spektrofotometriai módszerrel. A 7. ábrán a 
meghatározott kcat értékek h mérsékletfüggését ábrázoltuk Arrhenius szerint.  













 103/T  (K-1)  
7. ábra: A gliceraldehid-3-foszfát oxidációjának sebességi állandójának h mérsékletfüggése Arrhenius szerint 
ábrázolva TmGAPDH (piros négyzet) és RmGAPDH (zöld háromszög) által. 
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Az Arrhenius-ábrázolás mindkét esetben nemlineáris, jól közelíthet  két egymást metsz  
egyenessel. A töréspont RmGAPDH esetén 17°C, míg TmGAPDH esetén 35°C-nak adódott. 
A görbék alapján látszólagos aktiválási energiát is lehet számolni a katalizált folyamatokra. 
Az értékek TmGAPDH esetén 118 kJ/mol illetve 30 kJ/mol a két h mérsékleti szegmensben, 
míg RmGAPDH esetén 121 kJ/mol és 13 kJ/mol a megfelel  érték. Nyilván ezek az értékek 
nem individuális sebességi állandókból számolt valódi aktiválási energiaértékek, 
mindenesetre azért kvalitatív következtetést engednek levonni, amely értelmében az a 
tapasztalat, hogy a magasabb h mérsékleten az enzimek által katalizált reakció aktiválási 
energiája lecsökken, tehát az enzimek „jobbak” lesznek. A törésnek feltételezhet en 
valamilyen fizikai-kémiai vagy szerkezeti magyarázat állhat a hátterében. A továbbiakban ezt 
próbáltuk eldönteni. 
 
A GAPDH konformációs változásai  
 
A TmGAPDH vizsgálata során Wrba és munkatársaihoz (112) az enzimek kinetikai 
paraméterek meghatározása során nagyon hasonló eredményekhez jutottunk. A CD és 
fluorimetriás kísérletek alapján eredetileg azt feltételezték, hogy a törés konformációváltozás 
miatt következik be. Ezt a feltételezést mikrokalorimetriás méréssel ellen riztük. Amennyiben 
a töréspont egy makroszkopikus konformációs változással jár együtt, akkor azt h változásnak 
is kísérnie kell, ezt differenciális pásztázó kalorimetriával vizsgáltuk meg. Mindkét fehérje 
kalorimetriás görbéje egy kompakt, natív fehérjére jellemz  volt, egy határozott csúccsal, ami 
a fehérje denaturációját jelzi. A denaturációs h mérsékletek RmGAPDH esetén 66°C, míg 
TmGAPDH esetén 102°C volt. Ezek alapján joggal feltételezhettük, hogy az aktivitás kritikus 
h mérsékleti tartományában jelent s konformációváltozás nem következik be. Alacsony 
h mérsékleten lehetséges lehet hidegdenaturáció vagy az alegységek disszociációja, azonban 
kísérletek szerint ez nem következik be (136). Ha figyelembe vesszük, hogy az enzimek 
konformációja és negyedleges szerkezete a h mérséklet függvényében nem változik, de az 
aktivitás mégis jelent sen lecsökken, a konformációs dinamika változása magyarázatot 
jelenthet.  
 
A GAPDH konformációs flexibilitása 
 
Mivel kísérletsorozataimban a konformációs flexibilitás követése meglehet sen kiemelt 
helyet foglal el, és a detektálási módszere sem rutineljárás, ezért ezt részletesebben mutatom 
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be. A fehérjemolekulák konformációs flexibilitása állandó és folyamatos fluktuációk 
összességét jelenti. Ezek a lokális átrendezések reverzibilisek, nemkooperatívak, 
detektálásukra az ad lehet séget, hogy a polipedtidlánc elemeinek oldószer általi elérhet ségét 
hosszabb-rövidebb lehet vé teszik. Az általunk használt kísérleti elrendezésben a liofilizált, 
vízmentes fehérje nehézvízbe helyezése során az oldószer által elérhet  amidhidrogének 
deutériumra való kicserél dését tudjuk követni. Az FT-IR módszerrel a peptidhidrogének 
hozzáférhet ségének valószín ségi eloszlását határozhatjuk meg. Az eloszlási függvény a 
kicserél dési relaxációs spektrum. A módszer hiányosságaként megemlíthet , hogy a 
felszínen található protonok gyors kicserél désük miatt láthatatlanok, az oldószer számára 
legfeljebb 10-1-10-2 valószín séggel hozzáférhet  protonok jelentik a detektálási limitet, 
amelyeknek kicserél dési kinetikáját követni lehet.  
A H/D kicserél dés id beli lefolyásának FT-IR spektroszkópiával való követésének elvi 
lehet ségét a 8. ábra mutatja be.  


















8. ábra: Egy jellegzetes H/D kicserél dési kísérlet nyúlizom GAPDH esetén. Az amid-II sáv (1550 cm-1-nél) 
csökkenése az amid-protonok csökken  arányára utal. Az 1450 cm-1-nél megfigyelhet  sáv az N-D és HDO 
molekulák növekv  számát mutatja. A nyilakon a változások irányát t ntettem fel. 
 
Az ábrán IR spektrumok egy sorozatát mutatom be egy kísérlet folyamán, feltüntetve a 
teljesen kicserélt és a kicseréletlen fehérje spektrumát is. Az 1650 cm-1 környéki 
abszorbanciasáv az amid-I sáv, az 1550 cm-1 környéki abszorbanciasáv az amid-II sáv. Az 
amid-I sáv a C=O síkban megnyúló (in-plane stretching) rezgéséb l származik, ami gyengén 
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csatolódik a C-N megnyúló és a N-H síkban meghajló rezgésével. Az amid-II sáv a C-N 
megnyúló rezgésével er s csatolásban lev , síkban meghajló N-H rezgéssel kapcsolatos. Az 
amid-I sáv intenzitása a H/D kicserél dés kísérlet folyamán állandó, míg az amid-II sáv 
intetnzitása a kicserél dés el rehaladtával csökken, mivel az N-H  N-D változás hatására a 
rezgésre jellemz  sáv eltolódik 1450 cm-1 környékére. A kicseréletlen peptidhidrogének 
aránya az id , a pD és a h mérséklet függvényében kiszámítható. Az eredményeket az EX2-
mechanizmus feltételezésével értelmeztük, vagyis azzal a feltevéssel, hogy az eltemetett 
hidrogénatomokat felszínre hozó fluktuációk gyorsak az oldószernek kitett peptidcsoportok 
kicserél dési sebességéhez képest. Az adatokat az Anyagok és módszerek részben leírt módon 
értékeltem. A relaxációs spektrumok valószín ségi eloszlást tükröznek. Az ábrákon a vékony 
vonalak hipotetikus polipeptidek H/D kicserél dési görbéi, amelyek a peptidhidrogénjeiket 
adott  valószín séggel engedik felszínre jutni. Ezzel a görbesereggel összehasonlítva a 
relaxációs spektrumok azt jelzik, hogy az eltemetett peptidhidrogéneket az oldószer számára 
hozzáférhet vé tev  konformációs fluktuációk nemkooperatív, átfed , helyi mozgások, 
amelyek a fehérje különböz  részein különböz  valószín séggel következnek be. A relaxációs 
spektrum eltolódása az ábra bal alsó sarka felé (azaz nagyobb  értékek felé) a konformációs 











9. ábra: TmGAPDH (négyzet) és RmGAPDH (háromszög) H/D kicserél désének vizsgálata relaxációs spektrum 
formájában ábrázolva szobah mérsékleten. X a kicseréletlen peptidhidrogének aránya, t az id , és k0 a kémiai 
kicserél dési sebességi állandó. A vonalak hipotetikus polipeptidek kicserél dési görbéi, amelyek esetén a 
peptidcsoportok oldószerek számára való hozzáférhet ségének valószín sége állandó. A görbék a termofil enzim 
kevésbé flexibilis szerkezetét mutatják. 
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A 9. ábrán mindkét enzim 25 oC-on pH 6 és 7-nél felvett relaxációs spektrumait mutatom be. 
A szobah mérsékleten végzett mérés egyértelm en mutatja, hogy a TmGAPDH szerkezete 
jelent sen rigidebb a nyúl GAPDH-nál, és a peptidhidrogének oldószer általi elérhet ségének 
eloszlásfüggvénye hasonló. Ez utóbbi arra utal, hogy nem egy kisebb szerkezeti elem jelent s, 
hanem a teljes szerkezet kisebb fokú rigiditása okozza a mérhet  különbséget. Ha a termofil 
enzim H/D kicserél dését 68 oC-on vizsgáljuk (10. ábra), és ezt hasonlítjuk a nyúl GAPDH 
szobah mérséklet  adatával, akkor azt figyelhetjük meg, hogy a konformációs flexibilitás a 
két enzim esetén hibahatáron belül azonos. (Az összehasonlítás reális, ugyanis a vizsgált 
h mérsékletek egyaránt kismértékben az optimális fiziológiás h mérsékletek alatt vannak. 
Azért nem fiziológiás h mérsékleten mértünk, mert a 68-70 oC-os fels  határt a m szer 
korlátai miatt nem lehetett átlépni.) 








10. ábra: TmGAPDH (négyzet) és RmGAPDH (háromszög) H/D kicserél désének relaxációs görbe formájában 
történ  ábrázolása az optimális m ködési h mérsékletükön (68 illetve 25 oC). A két enzim flexibilitása 
megegyezik. 
 
Ezekb l az eredményekb l azt a következtetést lehet lesz rni, hogy a konformációs 
flexibilitás optimalizálása szükséges az enzimreakció megfelel  katalíziséhez. Az alacsony 
h mérsékleten a fehérjemolekula nagymérv  rigiditása rosszabb hatásfokú katalízist tesz 
lehet vé, amint azt az Arrhenius-ábrázolásból számolható látszólagos aktiválási energia is 
mutatja. 
 




Az el bbiekben tapasztalhattuk, hogy a fehérjemolekula konformációs fluktuációinak 
h mérsékletfüggése van, azonban az is érdekesnek t nt, hogy melyek lehetnek azok a régiók a 
molekula szerkezetén belül, ahol az eltér  h mérsékleti viszonyokhoz alkalmazkodott 
enzimek különböznek egymástól. Erre a kérdésre a két enzim kristályszerkezete adhat 
magyarázatot. A kristályszerkezetek elemzésénél a B-faktorokat vizsgáltuk meg. A B-faktor, 
más néven izotróp h mérsékleti faktor alkalmas a fehérjekristály atomjainak lokális 
mobilitásának meghatározására (137), azonban csak bizonyos megszorításokkal. A feltételek 
között fontos, hogy az összehasonlítani kívánt szerkezetek nagyon hasonlóak legyenek, 
valamint a felbontásuk is közelítse egymást, illetve a kristályosítás körülményei is azonosak 
legyenek. Esetünkben lehetett találni ilyen szerkezet-párt, amelyek a PDB-ben 1j0x 
(TmGAPDH) és 1hdg (RmGAPDH) kóddal szerepelnek. A két szerkezet esetén teljesül a 
nagyfokú hasonlóság (1,31Å C  rmsd), valamint a felbontás is 2,4 illetve 2,5 Å, így lehet ség 
nyílt a B-faktorok összehasonlítása alapján a flexibilitás-különbségért felel s régiók 
azonosítására. A módszer során a két szerkezet megfelel  aminosavainak B-faktorainak 
különbségét vettük figyelembe, és ezek alapján a legnagyobb különbség a NAD köt  
doménen fedezhet  fel (11. ábra).  
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11. ábra: A nyúlizom GAPDH tetramer szerkezete (PDB:1j0x). A molekula színezése a C  B faktorok eltérése 
alapján készült a RmGAPDH és TmGAPDH között. B =BRmGAPDH - BTmGAPDH. Kék: B < 9Å
2;  zöld: 9Å2 < B< 
20Å2;  piros: B > 20Å2. A legnagyobb különbséget mutató régiók (a NAD köt  és szubsztrátköt  régió) vannak 
kiemelve egy alegységben. 
 
A doménen belül is els sorban a NAD, illetve a szubsztrátköt  régió mutat nagyobb 
flexibilitást a nyúlból származó enzim esetén. Ez nem meglep , mivel az enzim funkciójához 
pontosan ezeknek a régióknak a flexibilitása szükséges, továbbá azt a korábbi kísérleti 
eredményt is alátámasztja, hogy az enzim szubsztráttal képzett komplexének flexibilitása 
alacsonyabb, mint az apoenzimé (138). 
 
Összegezve a tapasztalatokat, kísérleteink alapján kiderítettük, hogy az enzimatikus aktivitás 
és a konformációs flexibilitás között kapcsolat található, azonban az összefüggés mélyebb 
megértéséhez további kísérletek szükségesek. 
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Különböz  h mérsékletekhez adaptálódott IPMDH enzimek funkcionális és 
szerkezeti stabilitásának h mérsékletfüggésének vizsgálata 
 
Az enzimaktivitás h mérsékletfüggése 
 
Négy, különböz  h mérséklethez adaptálódott, ortológ IPMDH enzim aktivitásának 
vizsgáltam a h mérsékletfüggését azonos méréspont-gyakorisággal (3 oC különbséggel). A 
vizsgált enzimek az alábbi organizmusokból származnak: E. coli (a leginkább elterjedt 
mezofil baktérium), Vibrio sp. I5 (hideg tengerekben él , hidegt r  organizmus), Thermus 
thermophilus (h forrásból származó termofil eubaktérium) valamint Sulfolobus tokodaii 
(vulkanikus h forrásból származó termoacidofil archea). Az IPMDH enzimatikus aktivitása 
h mérsékletfüggésének vizsgálatakor a korábbi mérések alapján optimálisnak tekinthet  pH-n 
és sókoncentrációnál dolgoztam (128). Az optimális pH konstans értéken tartása végett 
foszfátpuffert használtam, amely puffer pK-jának h mérsékletfüggése igen csekély, 
(dpKa/dT=0,0028). A méréseket 4 koenzim- és 4 szubsztrátkoncentrációnál, azaz 
h mérsékletenként 16 pontban mértem, a kezdeti sebességekb l nemlineáris illesztéssel 
állapítottam meg a kcat és KM paramétereket. A sebességi állandók h mérsékletfüggését 
Arrhenius szerinti ábrázolásban mutatom be (12. ábra).  


























12. ábra: A négy különböz  környezetben él  organizmusból származó IPMDH sebességi állandójának 
h mérsékletfüggése Arrhenius-ábrázolás formájában  
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Jól megfigyelhet , hogy mind a négy enzim aktivitásának Arrhenius-ábrázolása eltérést mutat 
a lineáristól. A mérési eredmények alapján nem lehet egyértelm en eldönteni, hogy a törés 
vagy a görbület a valós leírási módja a megfigyeléseknek. Az aktiválási energia értékek csak 
akkor értelmezhet ek, ha két lineáris szegmens együtteseként értelmezzük az Arrhenius-
ábrázolást. 
Három enzim (ViIPMDH, TtIPMDH, EcIPMDH) aktiválásienergia-értékei közel azonosak, 
míg a StIPMDH aktiválási energia 50%-kal magasabb (2. táblázat). A törésekhez tartozó 
h mérsékletadatok különböz ek, amelyek az enzimek h mérsékleti adaptációjával 
összefüggésbe hozhatóak.  
 






Sulfolobus tokodaii 51oC 90,3 47,6 
Thermus thermophilus 53oC 64,2 32,2 
Escherichia coli 39oC 58,9 31,7 
Vibrio sp. I5 41oC 59,7 27,7 
2. táblázat: Különböz  organizmusokból származó IPMDH-k nemarrheniusi katalízisének jellegzetes 
h mérsékletei és az aktiválási energia értékei a „kritikus” h mérséklet alatt és felett 
 
Az Arrhenius-ábrázoláson megfigyelhet ek továbbá az enzimaktivitások egymáshoz 
viszonyított értékei: szembet n  a StIPMDH csekély aktivitása a TtIPMDH aktivitásához 
képest. A StIPMDH vizsgálata során talált magas aktiválási energia az enzim szerkezetével 
lehet összefüggésben, ugyanis ennek az IPMDH-nak az oligomerizációfoka a többi IPMDH-
étól eltér: nem dimer, hanem tetramer, ahogyan azt a nemrégiben publikált kristályszerkezet is 
meger sítette (139). Ezzel az enzimmel sajnos további méréseket nem tudtunk végezni, mivel 
csak limitált mennyiség  fehérjét kaptunk japán együttm köd nkt l, de mégis fontosnak 
tartottam megemlíteni. A ViIPMDH enzim aktivitása minden h mérsékleten jelent sen 
meghaladja az EcIPMDH aktivitását is, ami az alacsony h mérséklethez való alkalmazkodás 
megnyilvánulása. Az adaptáció lényege az, hogy nem az enzim h mérsékleti optimuma 
tolódik el, hanem szélesebb h mérsékletintervallumban nagyobb az enzimaktivitás a mezofil 
homológok aktivitásánál, így téve lehet vé az alacsonyabb h mérséklethez való 
alkalmazkodást.  
A részletesen vizsgált 3 enzim Michaelis-Menten állandóinak h mérsékletfüggésér l (13. és 
14. ábra) megállapítható, hogy a van’t Hoff ábrázolás a koenzim esetében lineáris, míg a 
szubsztrátra vonatkoztatva szigmoid jelleg  lefutást mutat. A NAD KM értéke a h mérséklet 
 Eredmények és megbeszélés   
 49 
függvényében a van’t Hoff ábrázolásban folyamatos lineáris növekedést mutat, ami a NAD 
köt désének h mérsékletfügg  csökkenésére utal (azért csak utal, mert ez nem disszociációs 
állandó). Az IPM-nél azonban az összefüggés nem lineáris, hanem szigmoidra emlékeztet  
alakú. Az összetett specificitási konstans (kcat/KM) a koenzim esetében folyamatosan n  a 
h mérséklet függvényében, a szubsztrát esetében azonban lokális minimum figyelhet  meg, a 
katalitikus hatékonyság így egy szélesebb h mérsékletintervallumban hozzávet legesen 
konstansnak tekinthet  (15.,16. ábra). Figyelembe véve a fiziológiás koncentrációkat, a magas 
NAD koncentráció miatt a kcat h mérsékletfüggése fontos, azonban az alacsony IPM 
koncentráció miatt a kcat/KM,IPM a befolyásoló, tehát a lokális minimum valóban biztosítja az 
enzimaktivitás hozzávet leges h mérsékletfüggetlenségét. Ez a sajátosság a h mérséklethez 
való adaptáció egy új, eddig nem megfigyelt módszerére utal, vagyis alacsonyabb 
h mérsékleten is megfelel en m ködik az enzim. Az eredmények mind a három vizsgált 
enzimnél hasonlóak voltak, így feltételezhet , hogy az enzimkinetikai paraméterek megfigyelt 
h mérsékletfüggései az enzimek azonos felépítéséb l adódnak.  





















13. ábra: A három IPMDH által katalizált reakcióban a NAD Michaelis-Menten állandójának 
h mérsékletfüggése van’t Hoff ábrázolásban. A h mérsékletfüggés lineáris mindhárom esetben. 
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14. ábra: A három IPMDH által katalizált reakcióban az IPM Michaelis-Menten állandójának 
h mérsékletfüggése van’t Hoff ábrázolásban. A h mérsékletfüggés szigmoid lefutást mutat mindhárom esetben. 
 


























15. ábra: A három IPMDH által katalizált reakció specificitási konstansának h mérsékletfüggése (kcat/KM,IPM). A 
Vibrio IPMDH minden h mérsékleten a legnagyobb aktivitást mutatja, míg a TtIPMDH a legkevésbé aktív. A 
specificitási konstansok nagyobb h mérsékleti intervallumon belül sem változnak jelent sen 
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16. ábra: A három IPMDH által katalizált reakció specificitási konstansának h mérsékletfüggése (kcat/KM,NAD).  
 
A fehérjekonformáció h mérsékletfügg  változásai 
 
A fehérje konformációjának változásait spektropolarimetriás módszerrel követtem mind a 
távoli, mind a közeli UV tartományban. Csak a denaturációs h mérsékleten detektáltam 
jelent s változást a fehérjék másodlagos, illetve harmadlagos szerkezetében, tehát 
megállapíthattam, hogy mindhárom enzimre igaz, hogy a tapasztalt h mérsékletfügg  
affinitásváltozások nem kapcsolhatók fehérjekonformáció-változáshoz, legalábbis olyanhoz 
nem, amit CD spektroszkópiával észlelni lehet. A kalorimetriás eredmények is egyértelm en 
egy csúcsot adtak, ami meger síti ezt az eredményt. Az eredményeket a részletesebben 
vizsgált E. coli IPMDH példáján a következ  fejezetben mutatom be. 
 
A konformációs flexibilitás h mérsékletfüggése 
 
A három IPMDH konformációs flexibilitásának h mérsékletfüggését a m szer és a fehérje 
tulajdonságai által egyaránt limitált h mérsékleteken, a 20-77 oC tartományban mértük. A 
konformációs flexibilitás mérésének módszere a már részletesen bemutatott, FTIR 
technikával követett H/D kicserél dés volt. A H/D kicserél dés mérések ábrázolására a 
relaxációs spektrum jól bevált módszer. Kis számú spektrum összehasonlítására tökéletes, de 
sok görbénél a nagy ponts r ség miatt gyakorlatilag lehetetlenné válik az ábrázolás (illetve 
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annak értelmezése). Emiatt a különböz  h mérsékletekhez tartozó görbék összehasonlítása 
érdekében szükségessé vált meghatározni a Gmic szabadentalpia-értéket, amely a lokális 
nemkooperatív legombolyodási lépésekhez tartozó szabadentalpia (134). A szabadentalpia 
meghatározásához a görbe alatti területet kell kiszámítani a (0- ) id tartományra 
vonatkozóan (140), de mivel mérési adat csak korlátos id tartományban állt rendelkezésre, 
így a méréssel nem lefedett tartományban a görbe extrapolációját használtuk. Így már 
meghatározható volt a szabadentalpia Gmic értéke. 
A relaxációs görbék seregét és a Gmic h mérsékletfüggését a 17-20. ábrán mutatom be. A 
grafikonokon feltüntetett t az id t jelöli, míg k0 a kicserél dés sebességi állandója, ami pD- és 
h mérsékletfügg . (A mérések azonos pD-n készültek, pD=8,15)  
A görbék lefutása a h mérséklett l függetlenül azonos (a kezdeti szakaszban található eltérés 
a rendszer termosztálása miatt következik be, a konstans h mérséklet csak egy rövid tranziens 
szakasz után biztosított).  







































17. ábra: A Thermus thermopilus IPMDH különböz  h mérsékleteken mért H/D kicserél dési profilja relaxációs 
spektrum formájában ábrázolva. A szerkezet flexibilitása magasabb h mérsékleten nagyobb, a 
h mérsékletfüggést ez az ábra nem mutatja be pontosan. 
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18. ábra: A Vibrio sp. I5 IPMDH különböz  h mérsékleteken mért H/D kicserél dési profilja relaxációs 
spektrum formájában ábrázolva. A szerkezet flexibilitása magasabb h mérsékleten nagyobb, a 
h mérsékletfüggést ez az ábra nem mutatja be pontosan. 







































19. ábra: Az E. coli IPMDH különböz  h mérsékleteken mért H/D kicserél dési profilja relaxációs spektrum 
formájában ábrázolva.  
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20. ábra: A három IPMDH enzim konformációs flexibilitásának h mérsékletfüggése. Mindhárom enzim esetén 
egy gyengébb és egy er sebb h mérsékletfüggés  tartományt lehet elkülöníteni.  
 
A bemutatott H/D kicserél dés mérések eredménye röviden a következ kben összegezhet : a 
Gmic értékek alapján (20. ábra) következtetésként azt lehet levonni, hogy egy - az adott 
enzimre jellemz , „kritikus” h mérsékletig - az enzim globális flexibilitása szinte nem 
változik, majd ezután a h mérséklet emelkedésével folyamatos „fellazulás” tapasztalható, ami 
új konformációs fluktuációk megjelenésére utal. Az új mozgásoknak a hátterét ezek a mérések 
nem tisztázzák, lehetséges nagyobb mérv  fehérjén belüli elmozdulás, illetve kisebb 
kiterjedés  átrendez dés is a hátterében, vagy akár csak apróbb, nemkooperatív fluktuációk 
h aktivált megjelenése is. 
 
A három enzim a mérések szerint nagyon hasonló „stratégiát” követ, aktivitásuk 
h mérsékletfüggése minden bizonnyal ugyanazon fizikai okok miatt változik, a legjellemz bb 
különbség a „kritikus” h mérsékletek eltérése, amelyek az organizmusok h mérsékleti 
optimumával mutatnak korrelációt. A három enzimre jellemz  h mérsékleti adatokat a 3. 
táblázatban tüntettem fel.  








Vibrio sp. I5 
Optimális növekedési h mérséklet ~75  ~37  ~20  
Növekedési h mérséklet tartománya 55 – 80  10 – 45  −1,5 – 30  
Az IPMDH denaturációs h mérséklete 88  68  63  
Az IPMDH-k optimális m ködési 
h mérséklete 
66 – 84  48 – 65  46- 59  
Az Arrhenius-ábrázolás töréspontja 53  39  41  
Változás a szubsztrátkötésben 48 30 28 
A flexibilitás- ábrázolás töréspontja 63  32  41  
3. táblázat: A vizsgált három organizmus és IPMDH enzimeik jellemz  h mérsékleti adatai (oC). 
 
Szubsztrátindukált szerkezeti változások jellemzése (CD, DSC, H/D) 
 
A ligandumoknak az IPMDH enzimek szerkezetére gyakorolt hatását els  közelítésben 
legjobban kalorimetriával lehet vizsgálni, a telítési mennyiség  ligandum hatására az enzimek 
h stabilitása megn , az apoenzimet különböz  mértékben stabilizálják ligandumai. A 
h stabilitást az olvadáspontok mérésével jellemeztem. Az elvégzett kísérletek eredményeit a 
4. táblázatban gy jtöttem össze.  
 
E. coli Thermus 
thermophilus 
Vibrio sp. I5  
Tm  T½  Tm  T½  Tm T½  
IPMDH 68,4 4,8 87,6 5,9 63,5 5,8 
IPMDH+NAD 68,8 4,1 88,3 4,6 65,1 4,9 
IPMDH+NADH 69,1 4,6 87,9 5,0 65,0 5,1 
IPMDH+IPM 72,1 3,4 90,9 4,3 69,4 4,0 
IPMDH+NADH+IPM 72,5 3,0 92,0 3,2 70,0 3,4 
4. táblázat: A különböz  ligandumállapotú IPMDH komplexek kalorimetriával meghatározott olvadási 
h mérséklete (oC) és a változást kísér  csúcs félértékszélessége (oC) 
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A kalorimetriás mérések során a szubsztrát és koenzim h denaturációra gyakorolt hatását 
vizsgáltam, abból a feltételezésb l kiindulva, hogy ezek a ligandumok stabilizálják a fehérje 
szerkezetét, és így a denaturációs h mérsékletüket megnövelik. A kísérletek során 
alapfeltételnek tekintettem, hogy telítési koncentrációt használjak a ligandumokból, vagyis a 
rendszer a lehet ségekhez mérten homogén legyen az adott, vizsgálni kívánt speciest tekintve. 
A h denaturációs átmenet minden esetben irreverzibilisnek bizonyult, és korábbi 
tapasztalatokat felhasználva is reménytelennek t nt reverzibilis körülmény létrehozása. Az 
eredményeket így termodinamikai paraméterek számítására kevésbé lehet felhasználni, 
azonban az olvadáspontnak, illetve a denaturációs átmenethez tartozó félértékszélességnek is 
hasznos fizikai jelentése van. A kisebb félértékszélesség az átmenet kooperativitásának 
nagyobb mértékét mutatja, amib l egy adott állapothoz tartozó alállapotok eloszlására lehet 
következtetni.  
Az eredményekb l szembet n , hogy a NAD és a NADH gyakorlatilag nem változtatja meg 
egyik enzim átmeneti h mérsékletét sem szignifikánsan, azonban az IPM-nek jelent s hatása 
van. A (nemproduktív) terner komplexnél (IPMDH+NADH+IPM) az IPM-mel képzett biner 
állapothoz képest is stabilizálódás figyelhet  meg. A IPM szubsztrát stabilizáló hatása 
összefüggésbe hozható azokkal a krisztallográfiai megfigyelésekkel, hogy az IPM köt dése a 
rendszer zárt állapotát stabilizálja. Eredményeim azonban azt a feltételezést nem támasztják 
alá, hogy a NAD-köt dés hatására is létrejönne egy legalábbis félig zárt konformáció. Az 
IPMDH-IPM biner és a nemproduktív terner komplex denaturációs h mérsékletének 
összehasonlítása alapján valószín leg a biner komplex is zárt állapotban van, azonban ez 
kevésbé kompakt, mint a terner komplex.  
A félértékszélességeket tekintve az apoenzim esetén kaptam a legnagyobb értéket, amit a 
NADH köt dése szinte egyáltalán nem, a NAD köt dése pedig kismértékben csökkentett. Az 
IPMDH-IPM már jelent sen kisebb félértékszélességgel denaturálódott, és a terner komplex 
esetén volt a legkisebb az érték. Az eredmények értelmezésénél azt kell figyelembe venni, 
hogy az enzimfehérje valamely makroállapota nem egy pontosan definiált térszerkezetet 
jelent, hanem konformációk sokaságát, amelyek egy mikroszkopikus eloszlást mutatnak, s 
ezeknek az állapotoknak a termodinamikai stabilitása sem azonos. Amennyiben statisztikus 
termodinamikai szempontból vizsgáljuk meg az eredményeket, a nagy félértékszélesség a 
konformációs alállapotok nagyobb termodinamikai stabilitás-különbségeinek következménye, 
tehát a rendszer nagyobb inhomogenitást mutat, ami egyúttal arra utal, hogy a konformációs 
tér nagyobb részére terjednek ki a fluktuációk. A kapott eredmények e meggondolások 
alapján értelmezve tehát arra utalnak, hogy a NAD és NADH köt dése a konformációs 
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szabadságfokok mentén történ  fluktuációkat kevéssé befolyásolja, ezzel szemben míg az 
IPM-kötés hatására létrejöv  változás nemcsak a nyitott-zárt egyensúly eltolódása a zárt 
állapot irányába, hanem egyúttal a szabadsági fokok mentén történ  fluktuációk korlátozása, 
vagyis a rendszer limitált „befagyasztása” a megfelel  állapotba. 
Jól látható, hogy mindhárom esetben az IPM köt dése jelenti a jelent s szerkezetstabilizáló 
hatást, valamint az enzimekre a ligandumok a h stabilitás fordított sorrendjében fejtenek ki 
stabilizáló hatást. Ezt az eredményt meger síti a 3 IPMDH enzim GuHCl hatására végbemen  
denaturációját vizsgálata (141). Az IPM jelenlétében és hiányában végzett mérések azt 
mutatták, hogy az IPM-nek a legombolyodás sebességi állandójára a TtIPMDH esetén 
semmilyen, az EcIPMDH esetén közepes, míg ViIPMDH esetén igen jelent s hatása volt; a 
ligandum jelenlétében mindhárom esetben a sebességi állandó csökkenése volt megfigyelhet . 
A különböz  ligandumállapotú fehérjéket a H/D kicserél dés módszerével is megvizsgáltam, 
ami a fehérje flexibilitásáról – más fizikai megközelítéssel – szolgáltat információt. Ezeket a 
kísérleteket öt h mérsékleten végeztem el, az EcIPMDH esetén a 25-45 oC, a TtIPMDH 
esetén pedig a 25-65 oC tartományban, 5, illetve 10 oC-os lépésenként. A 
h mérsékletfüggéssel itt nem foglalkozom, csak egy-egy kiválasztott h mérsékleten végzett 
mérési sorozat adatait hasonlítom össze, amely h mérsékletek a kés bb bemutatott „kritikus” 
h mérsékleti értékeknek felelnek meg (30 és 55 oC). A kísérleti eredményeket relaxációs 
spektrum formájában a 21. és 22. ábrán mutatom be. 










 IPMDH NAD komplex
 IPMDH IPM komplex
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21. ábra: E. coli IPMDH különböz  ligandumállapotú komplexeinek H/D kicserél déses vizsgálatának 
eredményei relaxációs spektrum formájában 30°C-on. Az apoenzim és a IPMDH-IPM komplex egymáshoz 
hasonlóan flexibilis, míg az IPMDH-NAD és IPMDH-IPM-NADH komplexek rigidebb szerkezet mutatnak. 
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22. ábra: Thermus thermophilus IPMDH különböz  ligandumállapotú komplexeinek H/D kicserél déses 
vizsgálatának eredményeia relaxációs spektrum formájában 55°C-on. Az eredmények szerint az enzim 
különböz  komplexeinek flexibilitása E. coli IPMDH-nál látottakhoz hasonlóan alakul 
 
Az eredményekb l jól látszik, hogy a mérési h mérsékleten a két enzim flexibilitása hasonló 
módon változik a szubsztrátok hozzáadásának hatására. A NAD-kötés hatására jelent s 
flexibilitáscsökkenést tapasztaltunk, míg az IPM-kötés hatása elhanyagolható, mind az 
apoenzimhez, mind a NAD-IPMDH komplexhez viszonyítva. Az eredmények úgy 
értelmezhet ek, hogy az IPM hatására a globális flexibilitás nem változik – annak ellenére 
sem, hogy részlegesen záródik a komplex, míg a NAD határozottan növeli a fehérje 
rigiditását, ennek szerkezeti oka lehet a nagy méret  molekula stabilizáló hatása.  
Ezek a kísérletek rámutatnak arra a tényre, hogy bár a szubsztrát és a koenzim hatására is 
bekövetkezik az IPMDH molekulán kismérték  konformációs változás, de a változás oka és 
megjelenési formája különbözik. Ezek az eredmények cáfolják azt a (némileg pongyola) 
észrevételt, hogy az IPM és NAD egyaránt egy részben zárt konformáció felvételét indukálja, 
és a zárt állapot egyértelm en mindkett jük jelenlétében alakul ki. Ehelyett egy dinamikus 
modellel jóval inkább helyesen leírható a rendszer m ködése. 
 
A kísérletsorozat konklúziójaként elmondható, hogy az enzimaktivitás és a konformációs 
flexibilitás között nemcsak összefüggés van, de a h mérsékletfüggésük is hasonló, ez arra 
utal, hogy a mérhet  flexibilitást kialakító konformációs mozgások az aktivitáshoz szükséges 
konformációs mozgásokkal legalább részben csatoltak, vagy megegyeznek vele. 
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Az E. coli IPMDH kinetikai tulajdonságainak rendhagyó h mérsékletfüggése 
 
A három IPMDH összehasonlító vizsgálata során az enzimaktivitás és konformációs 
flexibilitás h mérsékletfüggésének összefüggésit vizsgálva a két jelenség között összefüggést 
találtam, az alaposabb vizsgálatokhoz az E. coli IPMDH enzimmel további kísérleteket is 
terveztem, ezek el tt a korábban már röviden bemutatott eredményeket részletesebben 
ismertetem.  
 
Az enzimaktivitás h mérsékletfüggése 
 
A korábban már közös ábrán bemutatott mérési eredményeket az E. coli IMPDH esetében 
önmagában, részletesen ismertetem. Az enzimkinetikai paramétereket Arrhenius- illetve van’t 
Hoff-ábrázolásban mutatom be (23-27. ábra)  
















23. ábra: Az E. coli IPMDH által katalizált reakció h mérsékletfüggése Arrhenius szerint ábrázolva. A tapasztalt 
görbület a komplex kémiai reakció egyedi sebességi állandóinak különböz  h mérsékletfüggésének eredménye 
lehet 
 
Az Arrhenius-ábrázolás jól láthatóan nem lineáris, legjobban egy görbülettel írható le, amib l 
leginkább arra lehet következtetni, hogy a kcat összetett reakciósebességi állandó 
komponenseinek eltér  h mérsékletfüggése van. A nemlineáris Arrhenius-ábrázolások esetén 
vitatható, hogy a görbület vagy a törés a rendszer legjobb leírása (87), de szolubilis enzimek 
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esetén a görbület áltanosabban értelmezhet . A van’t Hoff ábrázolásokat külön-külön érdemes 
a szubsztrát és a koenzim esetét tárgyalni.  


















24. ábra: Az E. coli IPMDH által katalizált reakcióban a NAD Michaelis-Menten állandójának 
h mérsékletfüggése van’t Hoff ábrázolásban. A h mérsékletfüggés lineáris. 
















25. ábra: Az E. coli IPMDH által katalizált reakcióban az IPM Michaelis-Menten állandójának 
h mérsékletfüggése van’t Hoff ábrázolásban. A h mérsékletfüggés szigmoid lefutást mutat, a 20-40 oC 
h mérsékletintervallumban a KM,IPM értéke ötszörösére n . 




26. ábra: Az E. coli IPMDH által katalizált reakció specificitási konstansának h mérsékletfüggése (kcat/KM,NAD). 
Az enzimaktivitás a h mérséklet növelésével egyenletesen emelkedik 
 
























27. ábra: Az E. coli IPMDH által katalizált reakció specificitási konstansának h mérsékletfüggése (kcat/KM,IPM). 
Az enzimaktivitás szélesebb h mérsékletintervallumban is csak kis változást mutat. 
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A már korábban leírtakra visszautalva, elmondható, hogy a NAD KM értéke a h mérséklet 
függvényében a van’t Hoff ábrázolásban folyamatos lineáris növekedést mutat, míg az IPM-
nél az összefüggés nem lineáris, hanem szigmoidra emlékeztet  alakú. Az alacsony 
h mérséklettartományban gyakorlatilag konstans 20 μM, magas h mérséklettartományban 
100 μM a KM értéke, s a két széls  érték között sz k, ~10°C szélesség  tartományban 
következik be az átmenet. A felvázolt alkalmazkodási stratégia lehet sége, vagyis a 
katalitikus hatékonyság szélesebb h mérsékletintervallumban hozzávet legesen konstansnak 
tekinthet  volta, az E. coliról felhalmozott tudásanyag ismeretében is megállja helyét. Az E. 
coli jól ismert organizmus, így ismert (142), hogy milyen h mérséklethatárok között, és 
hogyan képes növekedni. 42 oC-nál magasabb h mérsékletet nagyon rövid ideig visel el, 
azonban még akár 20 oC-on is „elfogadhatóan” tud élni és szaporodni (az „elfogadható” szó 
inkább a biotechnológiai alkalmazások szempontjából értend , mivel heterológ expresszió 
esetén gyakran arra van szükség, hogy az E. coli szuboptimális h mérsékleten növekedjen, 
ezáltal a termelt idegen fehérjét jobban tolerálja, azt kevésbé fejezze ki zárványtest 
formájában). Az alacsonyabb h mérsékleten való túlélést az IPMDH-nál talált 
h mérsékletfüggés el segítheti.  
Mivel az IPMDH a β-dekarboxilez  dehidrogenázok családjának nem egyedüli tagja, a talált 
effektus akár szélesebb kör  is lehet (az izocitrát dehidrogenáz a trikarbonsav-ciklusban, a 
homoizocitrát dehidrogenáz a lizin bioszintézisében vesz részt, míg a bork sav-
dehidrogenáznak csak marginális szerepe lehet az általános élettani folyamatoban, mivel alig 
néhány organizmusból írták le ezt az enzimet). Elképzelhet  lenne egy olyan kísérletsorozat, 
amely során a β-dekarboxilez  dehidrogenázok dinamikai sajátosságait összehasonlító 
vizsgálat során térképezzük fel. Eredményként talán megérthetnénk az allosztéria kialakulását 
is egy közeli rokonságot mutató enzimcsaládban. 
 
A fehérjekonformáció h mérsékletfügg  változásai 
 
Az IPM Michaelis-állandójának a van’t Hoff ábrázoláson látható, szigmoid jelleg  
h mérsékletfüggése (25. ábra) arra enged következtetni, hogy 30 °C körül 
h mérsékletindukált konformációváltozás következhet be. A következ kben ismertetett 
mérésekkel ezt a lehetséges konformációváltozást (vagy annak hiányát) próbáltuk kimutatni. 
Ha a KM h mérsékletfügg  változását két statikus, az IPM felé eltér  affinitással rendelkez  
konformációs állapot közötti egyensúly h mérsékletfügg  eltolódásának tulajdonítjuk, akkor 
ezt az eltolódást a van’t Hoff törvény értelmében a két állapot közötti entalpiakülönbség 
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határozza meg. Az ennek megfelel  entalpiaváltozásnak kalorimetriás módszerrel mérhet nek 
kell lennie (143). A 25. ábrán látható szigmoid görbét ennek megfelel en kiértékelve 
kiszámítható a van’t Hoff entalpia, mely 26 kJ/mol-nak adódik, az átmenet középpontját 
pedig 31°C-nál várjuk. A kalorimetrikus entalpia értéke a van’t Hoff entalpia értékénél nem 
lehet alacsonyabb (144), így elkészíthetjük azt a hipotetikus termogrammot, amely 
tartalmazza az ehhez az átmenethez tartozó jelet. Az IPM jelenlétében és hiányában felvett 
kalorimetriás görbéken (28-29. ábra) azonban ilyen csúcsot egyáltalán nem látunk; az 
egyetlen, nagy csúcs a teljes denaturációhoz tartozik. E mérések tehát egyértelm en kizárják, 
hogy (kétállapotú modellt feltételez ) h mérsékletindukált konformációváltozás következzék 
be 31°C környékén, függetlenül a szubsztrát jelenlétét l. 






















Hõmérséklet (oC)  
28. ábra: E. coli IPMDH valódi és hipotetikus (szaggatott vonal) kalorimetriás görbéje, IPM hiányában 



















Hõmérséklet (oC)  
29. ábra: E. coli IPMDH valódi és hipotetikus (szaggatott vonal) kalorimetriás görbéje, IPM jelenlétében 
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Az esetleges konformációváltozást CD-spektroszkópiás mérésekkel is megpróbáltam 
detektálni. Ehhez a közeli és távoli UV-tartományban teljes spektrumokat vettem fel a 
fehérjér l (30. és 31. ábra). Nem észlelhet  semmilyen változás abban a 
h mérséklettartományban, ahol a szubsztrát disszociációs állandója és az enzim konformációs 
flexibilitása is változást mutat. A technika limitációit is figyelembe véve kijelenthet , hogy a 
másodlagos szerkezeti elemek aránya nem változik, tehát a flexibilitásnövekedés nem az α-
hélixek vagy β-red k lokális legombolyodásának következménye, illetve az aromás 
aminosavak sz k lokális környezete sem szenved jelent s konformációváltozásra utaló 
módosulást.  




















30. ábra: Az E. coli IPMDH távoli UV tartományban felvett CD spektruma különböz  h mérsékleteken. A 
katalitikus aktivitás szempontjából kritikus h mérsékleten nincs változás, csak a denaturációs h mérséklet 
közelében. 
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31. ábra: Az E. coli IPMDH közeli UV tartományban felvett CD spektruma különböz  h mérsékleteken. A 
harmadlagos szerkezet a másodlagos szerkezetnél alacsonyabb h mérsékleten bomlik meg, ám csak jóval a 
kritikus katalitikus h mérséklet felett. 
 
A szubsztrát-enzim affinitás h mérsékletfügg  változása 
 
Az enzimaktivitás h mérsékletfügg  vizsgálatakor megfigyeltem, hogy a KM,IPM értéke sz k 
h mérséklettartományon belül jelent sen megváltozik, azonban, mivel a KM származtatott 
mennyiség, szerettem volna látni, hogy az enzim-szubsztrát kölcsönhatásra jellemz  
disszociációs konstans milyen viszonyban áll ezzel az értékkel. A disszociációs állandót Dean 
és Dvorak munkája (131) alapján egy FRET alapú méréssel határoztam meg. A mérések 
szerint a nem-produktív terner komplex fluoreszcenciáját vizsgálva 420 nm-en egy igen 
jellegzetes FRET jel tapasztalható. A szubsztrát hiányában a FRET jel csak minimális 
mértékben van jelen, de szubsztrát hozzáadásának hatására a jel telítési görbe szerint változik, 
és a telítési görbéb l meghatározható a disszociációs konstans. A FRET jelet mutató 
fluoreszcenciaspektrumokat a 32. ábrán mutatom be. A telítési görbe alapján meghatározott 
disszociációs állandók h mérsékletfüggését a 33. ábra mutatja. Amint az jól látható, a Kd és 
KM értékek kísérleti hibán belül megegyeznek, így bizonyossá vált, hogy a KM 
h mérsékletfüggésében talált meglep  szigmoid változás nem artefaktum, hanem ténylegesen 
az enzim-szubsztrát affinitás változását jelenti.  
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32. ábra: Az E: coli IPMDH fluoreszcenciaspektruma IPM jelenlétében (fekete) és hiányában (piros) állandó 
koncentrációjú NADH mellett. Az IPMDH+NADH komplexhez hozzáadott IPM hatására 420 nm-en nagy 
intenzitású csúcs jelenik meg, ennek kialakulása a terner komplex kialakulásához köthet , ez szolgál a további 
mérések kiindulópontjaként 





















33. ábra: Az E. coli IPMDH aktivitásméréséb l meghatározott Michaelis-Menten állandó és a FRET mérésekb l 
meghatározott disszociációs állandó (mindkett  IPM-re vonatkoztatva) h mérsékletfüggése. Az azonos értékek 
azt mutatják, hogy a KM érték fizikai megfelel a Kd értéknek. 
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FRET mérések a h mérséklet függvényében és azok szerkezeti, illetve dinamikai 
értelmezése 
 
A FRET-mérések a disszociációs állandónak és h mérsékletfüggésének meghatározásán kívül 
további megállapításokra adnak lehet séget. Megfigyelhet , hogy az IPM jelenléte nagyban 
befolyásolja a kialakuló jelet, így következetéseket lehet levonni a szubsztrát köt désének 
mechanizmusára is. A FRET-hatékonyság meghatározását Stryer (145) alapján gerjesztési 
spektrumok elemzése útján végeztem el, és ezeket a méréseket a 20-50oC h mérsékleti 
tartományban hajtottam végre. A FRET-hatékonyság a szubsztrátmentes állapotban 0,1, míg 
szubsztráttal telítve 0,4 körüli értéket mutatott, ami arra utal, hogy a szubsztrát köt dése 
jelent s elmozdulást indukál az energiatranszfert létrehozó donor és akceptor csoportok 
között. A donorok szerepét itt a triptofán oldalláncok játsszák, mivel a gerjesztés 295 nm-en 
történt, így a tirozinok hozzájárulása elválasztható volt. Az energiatranszfer a dimerben 
el forduló négy triptofán mint donorok, és a két NADH molekula mint akceptorok 
részvételével alakul ki. A fehérjemolekulán belüli elrendez dést vázlatosan a 34. ábra mutatja 
be. Mivel szimmetrikus homodimerrel van dolgunk, ezért egyszer sítésként csak az egyik 
NADH molekulát és lehetséges elmozdulásait tárgyalom az ismert IPMDH-szerkezetek 
elemzése alapján. A nyitott állapotban (PDB:1HEX) az A alegységhez köt d  NADH-tól kb. 
11 Å távolságra található a Trp81, míg a Trp205 27Å, a másik alegységben lév  Trp205’ 
pedig 24 Å, ill. a Trp81’ 54 Å távolságban van. A zárt állapotban (PDB:1A05, ez a 
kristályszerkezet nem tartalmazza a NAD-ot, így azt utólag kellett a szerkezetbe beilleszteni) 
az A alegységhez köt d  NADH-tól kb. 10 Å távolságra található a Trp81, míg a Trp205  
28 Å távolságra van, a másik alegységben lév  Trp205’ 17 Å távolságra közeledik, a Trp81’ 
pedig 44 Å távolságba kerül. A két állapot közötti jelent s különbség a FRET-
hatékonyságban úgy magyarázható, hogy a közeli Trp81 nem vesz részt a kölcsönhatásban, a 
jelváltozás els sorban a Trp205’ elmozdulásának következménye. A Trp205 hatása mindkét 
állapotban egyaránt alacsony, a számítható R0 érték (Förster távolság: az a távolságérték, ahol 
a FRET-hatékonyság 50%) ez utóbbi triptofán hatását figyelembe véve 16,0 Å, míg azt 
figyelmen kívül hagyva 16,3 Å. A Trp81’ a nagy távolság miatt nem befolyásolja a jelet. 
Fontos megemlíteni, hogy a Förster-távolság meghatározása során mindegy, hogy a nyitott 
vagy a zárt állapot távolsági és FRET hatékonysági paramétereit vesszük a számolás 
alapjának, az eredmény azonos, a kapott R0 érték összemérhet  más kísérletek eredményeivel 
(146, 147). 
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34. ábra: Az E. coli IPMDH enzim szerkezetének sematikus ábrázolása. Mindkét alegység (fehér és szürke) két 
doménból áll. Az egyik alegység 2. doménja a másik alegység 2. doménjával lép kölcsönhatásba, kialakítva a 
homodimer szerkezetet. A NAD az 1. doménhez köt dik, míg az IPM a két alegység közötti árokba. Az IPM 
köt dése doménzáródást indukál, a nyitott állapotot a szaggatott vonallal rajzolt ellipszisek mutatják. A FRET-
kísérletek értelmezését segíti a triptofán oldalláncok pozíciójának feltüntetése. Az IPMDH modellje a jobb fels  
sarokban mellékelve látható, a f  ábrával azonos orientációban.  
 
A szubsztrát jelenlétében bekövetkez  jelnövekedést az IPM köt dését kísér  doménzáródás 
okozhatja, az esemény új konformációs állapot kialakulását jelzi, ami az indukált fit jelleg  
szubsztrátköt dési mechanizmust támasztja alá.  
A szubsztrátmentes és szubsztráttal telített állapotok FRET-hatékonyságának 
h mérsékletfüggését szintén megvizsgáltam. A FRET-hatékonyságnak a donor 
fluoreszcenciaintenzitással normalizált értéke (f’ =E/FD) a flexibilitással szoros kapcsolatba 
hozható (148). Somogyi és munkatársai 1984-ben mutatták meg, hogy a FRET-kísérletek 
eredményeib l a fehérjedinamikára lehet következtetni, egy új paraméter, f bevezetésével, ami 
az átlagos transzfer hatásfok fluoreszcenciaintenzitással normalizált értéke. Megmutatták, 
hogy kísérletileg a mérhet  f’ paraméter vizsgálata teremti meg az oszcillátormodell szerint 
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értelmezett fehérjedinamika tanulmányozását. Az f’ paramétert a h mérséklet függvényében 
vizsgálva (35. ábra), a szubsztráttal telített enzim esetében közel állandó, azonban a 
szubsztrátmentes állapotban a h mérséklettel növekszik, kb. 30 oC-tól a növekedés 
intenzívebbé válik. Ezt a fluorofórok közötti átlagos távolság körüli fluktuációk 
amplitúdójának növekedésével lehet magyarázni (148), ami a H/D kicserél dés mérés során 
talált konformációs flexibilitás változásával hasonlóságot mutat. A két mérés különböz  
fizikai folyamatok vizsgálatára alkalmas, a H/D kicserél dés során a lokális fluktuációk 
hatása, míg a FRET méréseknél a domén-domén kölcsönhatások nagy kiterjedés  mozgásai 
figyelhet ek meg.  



















35. ábra: Az E. coli IPMDH f’ paraméterének h mérsékletfüggése telítési koncentrációjú IPM jelenlétében (üres) 
illetve IPM hiányában (teli). A szubsztrátmentes állapotban a h mérséklet növelésével emelked  jel a 
fluktuációk növekv  amplitúdójának tulajdonítható. 
 
Az E. coli IPMDH enzim m ködésének dinamikus modellje 
 
Eredményeim alapján az IPMDH enzim m ködésének dinamikus modellje, amely az enzim 
konformációjának, illetve flexibilitásának változását írja le a katalízis során, a következ : az 
enzim oldatban két lehetséges konformációs végállapot között (nyitott és zárt) fluktuál, 
miközben számos átmeneti alállapot is megvalósul. A kötött ligandumok ezt az egyensúlyt 
befolyásolják, valamint a fehérje konformációs flexibilitását is módosítják. A sejten belüli 
koncentrációviszonyok alapján az enzim egyensúlyi állapota a NAD+ kötött forma, amely egy 
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rigid, de nyitott konformációjú, IPM kötésére képes állapot. A szubsztrát kötése 
doménzáródást indukál, így kialakul az aktív állapot, és a katalizált reakció lejátszódik. A 
reakció lezajlása után a termékek disszociációja következtében kialakuló apo forma flexibilis, 
nyitott jelleg  szerkezet, amely egyaránt képes NAD és IPM kötésére (ezt támasztja alá a 
kimutatott „random bi-bi” mechanizmus is (131)). A reaktív terner komplex kialakulása 
végbemehet a nyitott, de rigid IPMDH-NAD, valamint a zárt jelleg  és flexibilis IPMDH-
IPM komplexen keresztül egyaránt.  
A javasolt dinamikus modellben figyelembe vettem a ligandumok sejtbeli koncentrációját. Az 
IPM és metabolitja, a 2-ketoizokapronsav koncentrációja az IPMDH által katalizált reakció 
során, valamint az „elágazó láncú aminosav transzamináz” (BCAT) és a 3-izopropilmalát 
dehidratáz révén változik, koncentrációja végig alacsonynak tekinthet . Ezzel szemben a 
NAD és a NADH rengeteg folyamatban részt vesz, sejtbeli koncentrációjukat az IPMDH 
szignifikánsan nem befolyásolja, koncentrációjuk konstansnak tekinthet . Ezek a konstans 
értékek a következ k: NAD esetén 800 μM, NADH esetén pedig 1 μM.  
 
Az E. coli IPMDH enzim m ködési mechanizmusa  
 
Az IPMDH katalitikus hatékonysága (kcat/KM) szélesebb h mérséklettartományban sem 
változik lényegesen, ezt az enzim-szubsztrát (IPMDH-IPM) kölcsönhatás h mérsékletfüggése 
okozza. Magasabb h mérsékleten a szubsztrát affinitása alacsonyabb, ezt a disszociációs 
állandók értékei bizonyítják. A csökken  affinitás hátterében két folyamat együttes hatása 
állhat: a domén-domén mozgások, valamint a lokális fluktuációk hatása. A szubsztrát 
köt déséhez az enzim egyik alegysége 1., és másik alegysége 2. doménjének térbeli 
közelségére van szükség (34.ábra), a szubsztrát köt dése indukált fit mechanizmus szerint 
megy végbe. A kapott eredmények alapján valószín síthet , hogy az enzim affinitása a 
szubsztráthoz azért csökken magasabb h mérsékleten, mert a nagyobb amplitúdójú „hinge-
bending” fluktuációk megnehezítik az IPM köt dését. Ez tehát a f  okozója a KM,IPM 
szigmoid jelleg  növekedésének a 20-40°C h mérséklettartományban, s ennek 
következményében alakul ki az IPMDH katalitikus hatékonyságának rendellenes 
h mérsékletfüggése. A H/D kicserél dés mérések alapján a lokális konformációs fluktuációk 
szintén egyértelm  növekedést mutatnak ebben a h mérsékleti tartományban, ezeknek 
szerepe a szubsztrátaffinitás h mérsékletfüggésében nem azonosított. 
Az IPMDH esetében tehát közvetlen összefüggést találtunk a konformációs flexibilitás egy 
bizonyos típusa – a relatív doménmozgásokhoz tartozó flexibilitás – és az enzimaktivitással 
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összefügg  egy bizonyos paraméter – a szubsztrát disszociációs állandója – között. Itt 
azonban az összefüggés az eddigieknél látottakhoz képest fordított irányú: az intenzívebb 
fluktuációk nehezítik a szubsztrát köt dését, ezzel csökkentve a katalitikus hatékonyságot. A 
flexibilitás–aktivitás  összefüggésnek tehát még az iránya is attól függ, milyen típusú 
flexibilitást és milyen aktivitási mér számot vizsgálunk. 
 
A harmadik méréssorozatban a konformációs flexibilitásnak egyes komponenseit vizsgáltam. 
A fehérje globális flexibilitást kialakító lokális, egymástól független legombolyodásokat is 
detektáló H/D kicserél dés módszerével, valamint a kooperatív domén-domén mozgások 
analízisére alkalmas FRET módszerrel. Méréseim alapján el lehet különíteni a kétféle – 
általánosan flexibilitásnak nevezett – fluktuáció szerepét az enzimaktivitásra gyakorolt 
hatásában. A kiterjedt domén-domén módusok egyértelm en csatolásban vannak az 
enzimaktivitással, míg a lokális fluktuációk hatása nem azonosítható. 
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Irányított flexibilitásnövel  mutációk hatása a TtIPMDH szerkezetére és aktivitására 
 
Doktori munkám negyedik egysége egy irányított mutációs kísérletsorozat volt, melynek célja 
az IPMDH enzim aktivitása és konformációs flexibilitása közötti direkt összefüggések 
felderítését célozta meg. Mutagenezis segítségével korábban az IPMDH-t stabilizáló 
kölcsönhatásokat próbáltak kialakítani (129, 149). Az itt tárgyalt megközelítéssel azt a 
hipotézist próbáltuk alátámasztani, hogy az enzimaktivitáshoz a konformációs flexibilitás 
megfelel  beállítása szükséges. A flexibilitás növelését Pro Gly mutációk sorozatával 
próbáltuk el idézni, mégpedig többszörös mutációval, mivel kumulált hatásuk vélhet en 
nagyobb, mint az egyszeres mutációké. 
  
Tervezés összerendezés segítségével 
 
A TtIPMDH szekvenciájában felt n en sok prolin van, ez adta az ötletet, hogy ezek 
hozzájárulása az enzim tapasztalható rigiditásához jelent s lehet, és a prolinok glicinekre való 
cserélése megnövelheti a konformációs flexibilitást, és egyúttal az enzimaktivitást. A munkát 
a szekvencia- és térszerkezetadatbázisokban fellelhet  információk feldolgozásával kezdtük. 
A Swiss-Prot adatbázisban a munka kezdetén 56 szekvencia, a PDB adatbázisban pedig 5 
szerkezet volt elérhet . A szekvenciaösszerendezésben a térszerkezeti adatokat is 
felhasználtuk a másodlagos szerkezeti elemek összerendezéséhez, így egy „vak” ClustalW 
összerendezésnél pontosabb képet tudtunk megalkotni. Ezek után a TtIPMDH-ban lev  25 
prolint vizsgáltam meg, hogy azok milyen konzerváltságot mutatnak a többi szerkezethez 
viszonyítva. Kétféle nemkonzervált prolint tudtam elkülöníteni: az egyik esetben a prolin csak 
a Thermus thermophilus és Thermus aquaticus organizmus IPMDH enzimében fordul el  a 
megfelel  helyen, míg a másik esetben a prolin gyakrabban el fordul, de a glicin a preferált 
aminosav. Az els  csoportba a Pro40 és Pro56, a második csoportba a Pro267 és Pro325 
tartozott. Az összerendezés alapján a konzerváltságnak megfelel  színezéssel szemléltetem a 
TtIPMDH konzervált és nemkonzervált régióit (36. ábra), valamint az összerendezés kiemelt 
részleteit is bemutatom (37. ábra). A konzerváltság mér számaként azt az adatot használtam, 
hogy a TtIPMDH szerkezetében megtalálható adott aminosavnak megfelel  pozícióban az 
összes IPMDH-szerkezet hány százalékában fordul el  ugyanazon aminosav. 
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36. ábra: A Thermus thermophilus IPMDH térszerkezete (PDB:1HEX). Az ábrán a színezés az adott aminosavak 
konzerváltsága alapján készült. A piros szín a leginkább konzervált, a kék a legkevésbé konzervált aminosavakat 
jelöli. A négy, térkitölt  modellben megjelenített aminosav a mutációs kísérletek alanyául választott négy prolin 
(Pro40, Pro56, Pro267, Pro325).  
 
Ezek alapján elkészítettük az összes egyszeres mutációt, a kett s mutációk közül az azonos 
csoportba tartozó párokat tartalmazókat, illetve két háromszoros, valamint a négyszeres 
mutációt. A szekvencia-összerendezésb l látszik, hogy a Pro40 pozíciójában Leu, a Pro56 
pozíciójában pedig Glu az általában preferált aminosav, ezért kontrollként a P40L és P56E 
mutációkat is elkészítettem. A mutánsokat (11 db) az Anyagok és módszerek részben leírt 
módon készítettem el és tisztítottam, a továbbiakban a jellemzésükr l lesz szó, elnevezésüket 




1N 1K 2N 2K 3N 3K 4N 
 P267G P40G P267G,P325G P40G,P56G P40G,P267G,P325G P40G,P56G,P267G P40G,P56G,P267G,P325G 
5. táblázat: Az elkészített, kés bb kóddal említett mutációk jelölései 
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El ször CD spektroszkópiával a mutáns fehérjék másodlagos szerkezetét vizsgáltam, az 
minden esetben nagyon jól megfelelt a vad típusnak, ezért a további vizsgálatokra 
alkalmasnak nyilvánítottam ket. 
  
 
                                                Pro40                           Pro56 
37. ábra: Az IPMDH szekvenciák összerendezésének részlete. Az ábrán jól látszik, hogy a Pro40 és Pro56 csak 
kevés szekvenciában fordul el , míg például a Pro54 igen konzervált aminosav. Az összerendezések további 
részleteit nem mutatom be, de ez a kis részlet is jól mutatja a lényeget, azaz hogy a TtIPMDH több 
nemkonzervált prolint tartalmaz, mint az ortológjai. 
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A mutáns enzimek konformációs flexibilitásának jellemzése 
 
Mivel a tervezett mutációk els dleges hatásaként a konformációs flexibilitás növekedését 
vártuk, elengedhetetlen volt ennek mérése. Az enzimek tulajdonságait a h mérséklet 
függvényében vizsgáltuk, ezért ebben a mérési sorozatban is több h mérsékleten mértünk, 
azonban a bonyolult és nagy anyagigény  H/D kicserél dés mérés miatt csak 4 h mérsékleti 
ponton végeztük el a méréseket: 30, 50, 60, és 70 oC-on. A magasabb h mérséklettartomány 
mellett a termofil enzim miatt döntöttem. A mérési eredmények szerint a mutánsok globális 
flexibilitása a várakozásnak megfelel en, a beépített glicinek számával arányosan növekedett 
(38-40. ábra), s ez a tulajdonság gyakorlatilag az összes mérési h mérsékleten megfigyelhet  
volt. 

























 vad  IPMDH
 1N   IPMDH
 2N   IPMDH
 3N   IPMDH
 4N  IPMDH
 
38. ábra: A P-G mutációk hatása a TtIPMDH konformációs flexibilitására a mutációk számának függvényében. 
A H/D kicserél dési görbéket relaxációs spektrum formában ábrázoltam. Az ábrán a 30oC-on történt mérés 
adatait mutatom be. Az eredmények alapján a mutációk hatása azonos és additív. 
 
Ez az eredmény meger sítette azt a feltételezést, hogy egy ilyen egyszer  módon flexibilisebb 
enzimeket lehet el állítani. 
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39. ábra: A TtIPMDH mutánsainak konformációs flexibilitásának h mérsékletfüggése. A mutánsok flexibilitása 
a magasabb h mérséklettartományban n  meg a vad típushoz képest. 





























40. ábra: A TtIPMDH mutánsainak konformációs flexibilitása a mutációk számának függvényében. Az ábrán a 
60oC-on készült mérések eredménye látszik. 
 
A mutáns enzimek h stabilitása 
 
A fehérjék h stabilitását két független méréssel, kalorimetriával és spektropolarimetriával 
vizsgáltam. A két módszerrel kapott eredmények megegyeznek, így együtt tárgyalom az 
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eredményeket, amelyeket következ  táblázatban foglaltam össze (6. táblázat).  
 
 vad P40G P26G P56G P325G P40L P56E 2K 2N 3K 3N 4NK 
Tm (CD) (°C) 87,4 82,5 82,8 86,5 86,8 87,3 87,6 77,1 81,4 77,7 80,2 75,7 
Tm (DSC) (°C) 87,5 83,9 84,3 87,1 87,3 87,7 88,1 79,0 83.6 79,2 81,8 77,2 
6. táblázat: Mutációk hatása a TtIPMDH h stabilitására. A prolinok cseréje glicinre jellemz en csökkenti az 
IPMDH h stabilitását, és a többszörös mutációk esetén hatásuk akkumulálódik, bár nem minden mutáció hatása 
azonos. A 2K mutáció esetén a két oldallánc közel van egymáshoz, így várhatóan a hatásuk nem független 
egymástól 
 
A h denaturáció minden esetben irreverzibilisnek bizonyult, így csak az azonos mérési 
körülmények között végzett felf tési kísérletben meghatározott olvadáspontokat tudtam 
összehasonlítani. A mérések szerint a P-G mutánsok olvadáspontja a mutációk számával 
arányosan csökken, kb. 2-3 oC/mutáció értékben (41.ábra). Kiemelhet  a P40G+P56G (2K) 
mutáns, amelynek h stabilitása kisebb volt a várhatónál, és még annál a háromszoros 
mutánsnál (3K) is, amely ezek mellett még a P267G mutációt is tartalmazza. Az 
ellen rzésképpen elkészült két mutánsnak (P40L és P56E) a h stabilitása viszont nem 
változott meg a vad típushoz képest. 
































41. ábra: A TtIPMDH többszörös glicin-prolin mutánsainak h stabilitása a mutációk számának függvényében. 
Jól megfigyelhet  a mutációk számával arányosan csökken  h stabilitás. 
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A mutáns enzimek aktivitása 
 
Az enzimaktivitás-méréseket a h mérséklet függvényében végeztük el, így a mutációk 
enzimaktivitásra gyakorolt hatását részletesebben tudtuk vizsgálni (7. táblázat) (tehát nem 
csak egy arányt tudunk mondani, hanem esetleges h mérsékletoptimum-eltolódást is 
detektálni lehet). A P325G mutációt tartalmazó enzimek aktivitása nagyon jelent sen 
visszaesett, ez egyértelm en azt mutatta, hogy ez a mutáció nemcsak a fehérje konformációs 
flexibilitását változtatja meg, hanem valamilyen mértékben a katalízisben szerepet játszó 
konformációt is megbolygatja, emiatt az ezt a mutációt tartalmazó változatok aktivitását az 
eredeti célkit zés alapján nem vettem figyelembe. A további mutációk esetén az egyszeres 
mutációk az aktivitásra szinte nem gyakoroltak hatást, míg a P40G+P56G mutáns aktivitása 
kismértékben a vadtípusnál nagyobbnak bizonyult. Az értelmezhet  háromszoros mutáns 
esetén az enzimaktivitás 50%-ra esett vissza. A kontrollként elkészített mutánsok esetén nem 
tapasztalható szignifikáns eltérés a vad típustól.  
 
 P40G P56G P267G P325G P40L P56E 2N 2K 3N 3K 4N 
30 °C 0,91 0,86 0,85 0,08 0,85 1,00 0,05 1,15 0,02 0,70 0,02 
50 °C 0,89 1,02 0,68 0,09 1,00 1,14 0,05 1,22 0,02 0,44 0,02 
60 °C 0,71 1,08 0,54 0,09 1,01 1,04 0,03 0,99 0,02 0,31 0,02 
7. táblázat: A flexibilitásukban módosított mutáns TtIPMDH enzimek relatív aktivitása (a vad típus aktivitását 
minden h mérsékleten egységnyinek tekintettem). A táblázatban csak néhány h mérsékleti ponton mért 
eredményt tüntettem fel. 
 
Következtetések a flexibilitásnövel  mutációkról 
 
Összegzésképpen, az eredmények arra utalnak, hogy az enzimváltozatok csökkent 
h stabilitása összefüggésben áll a flexibilitás növekedésével (42. ábra).  
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42. ábra: A TtIPMDH mutánsok h stabilitásának és konformációs flexibilitásának összehasonlítása. Az esetek 
többségében jó korreláció található a mutánsok h stabilitása és flexibilitása között, viszont néhány mutáns 
viselkedése nem illeszkedik a sorozatba. 
 
Az enzimaktivitás a mutációk többségénél csökkent (43. ábra), egy esetben tapasztaltunk 
növekedést, és figyelemre méltó módon éppen annál a mutánsnál, amelynél a legnagyobb volt 
a h stabilitás-csökkenés. Megfelel en kiválasztott mutációkkal tehát lehetséges az 
enzimaktivitás növelése a h stabilitás rovására, azonban ez nem általános megfigyelés.  



























43. ábra: A mutáns TtIPMDH enzimek relatív aktivitása a flexibilitásuk függvényében. Nem mutatható direkt 
összefüggés az enzimek konformációs flexibilitása és aktivitása között, a flexibilitás növelésével az aktivitás 
inkább csökken. 
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Eredményeim alapján megállapítható, hogy a mutáns enzimek h stabilitása és konformációs 
flexibilitása között van összefüggés, noha a korreláció nem tökéletes. Az enzimaktivitás és 
flexibilitás között összefüggés nem mutatható ki. A mutánsok nagyobb része nem viselkedik 
az elgondolásnak megfelel en: a P325G mutáció az enzimaktivitásra jelent s negatív hatással 
van, míg a P267G mutáció a konformációs flexibilitást a várható értéknél növeli meg jobban. 
Az egyszer bb fizikai paraméterek (h stabilitás, flexibilitás) módosítására az egyszer , 
pontmutációkon alapuló módszer elégséges, viszont az enzimaktivitás módosítására ez az 
eljárás nem alkalmas. A tapasztalat szerint az enzimek katalitikus tulajdonságainak 
módosítására vonatkozó mutánsok tervezésénél az enzimtaulajdonságait meghatározó 
kölcsönhatások csak kis részét tudjuk figyelembe venni. A mutációk során a lokális 
változásokon kívül globális hatások is jelentkeznek, ezeket azonban csak kísérleti úton tudjuk 
megfigyelni. Ezek a kísérletek az mutatják, hogy annak ellenére, hogy bizonyos esetekben 
bizonyos típusú konformációs flexibilitások és bizonyos enzimkinetikai mér számok között 
összefüggés található, a flexibilitás és az aktivitás között nincsen általános, direkt, egyszer  
összefüggés, amelyet felhasználhatnánk az aktivitás növelésére olyan naiv módon, mint pl. a 
flexibilitás növelése a prolinok glicinekre cserélésével.  
 
Az utolsó mérési sorozatban a konformációs flexibilitás enzimaktivitásra gyakorolt direkt 
hatását vizsgáltam. A mutációk segítségével a konformációs flexibilitás ugyan megnövelhet , 
azonban ez az enzimaktivitás szintjén nem tükröz dik, mivel a flexibilitásnak csak bizonyos 
módusaiba tudunk beavatkozni, ami nem feltétlenül az aktivitással csatolt módus, illetve a 
mutációk egyéb hatásait nem tudjuk kizárni. Ez az eredmény is rámutat arra, hogy a 
konformációs flexibilitás és az aktivitás között van összefüggés, azonban a flexibilitás az 
enzim konformációs fluktuációinak összességének bizonyos mértéke, ezek között az 
aktivitással szoros kapcsolatban lev  fluktuációk csak a megfigyelhet  mozgások kis részét 
alkotják.  
 




Munkám során azt vizsgáltam, miként valósul meg az enzimek szintjén a környezeti 
h mérséklethez való alkalmazkodás. Hogyan tükröz dik a katalitikus aktivitás megváltozott 
h mérsékleti optimuma a fehérjék konformációs stabilitásában és szerkezeti flexibilitásában. 
Arra a kérdésre is választ kerestem, hogy milyen fizikai kölcsönhatások biztosítják a 
fehérjéknek a környezeti feltételekhez – els sorban a környezeti h mérséklethez történ  
alkalmazkodását az atomi kölcsönhatások és mozgások szintjén. Modellenzimként a GAPDH 
és IPMDH enzimekre esett a választás, a kutatócsoport korábbi eredményei alapján.  
 
A GAPDH enzimek mezofil és termofil változatának vizsgálata során arra kerestem a választ, 
hogy miként valósul meg a magas h mérséklethez való alkalmazkodás az enzimek 
konformációs flexibilitásában és stabilitásában. 
A GAPDH enzim két ortológja, a termofil Thermotoga maritima, valamint a nyúlból 
származó változata által katalizált reakció h mérsékletfüggése egyaránt jelent s eltérést mutat 
a klasszikus arrheniusi lineáris viselkedést l, azonban az észlelhet  töréspont h mérséklete a 
TmGAPDH esetében 17oC-kal magasabb, mint a nyúlból származó enzimnél. A H/D 
kicserél dés vizsgálatok azt mutatják, hogy szobah mérsékleten a TmGAPDH konformációs 
flexibilitása alacsonyabb, viszont a h mérsékleti optimumokon összehasonlítva a két enzim 
flexibilitását, azok megegyeznek, ennek alapján az enzimaktivitás nemarrheniusi 
h mérsékletfüggése a konformációs dinamikával hozható összefüggésbe. A szerkezetek B-
faktorainak analízise alapján a flexibilitás különbsége az enzimek koenzim- és szubsztrátköt  
régióiban a legjelent sebb.  
Ez az eredmény azt sugallja, hogy a konformációs flexibilitás és az enzimaktivitás között 
általános összefüggés állhat fenn: a túlzottan merev szerkezet alacsony aktivitáshoz vezet, a 
nagyobb flexibilitás pedig az aktivitást is növeli.  
 
Az IPMDH enzimváltozatok h mérsékleti adaptációját megvizsgálva kerestem arra a kérdésre 
a választ, hogy mennyire tekinthet  általánosnak az a megfigyelés, hogy a konformációs 
flexibilitás beállítása a h mérsékleti adaptáció f  stratégiája, vagy egyéb alkalmazkodási 
lehet ségek is megvalósulnak. 
A termofil, mezofil és hidegt r  IPMDH enzim az aktivitási paraméterek h mérsékletfüggése 
tekintetében nagyon hasonlóan viselkedik. A h mérsékletfüggést leíró Arrhenius és van’t 
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Hoff ábrázolások alakja megegyezik, a különbség az abszolút értékekben található: az 
enzimek aktivitása a h stabilitásukkal fordítottan arányos. Megállapítható, hogy az enzimek 
m ködésével járó alapvet  dinamikus folyamatok a h mérsékleti adaptáció során nem 
változtak meg jelent sen, csak a h mérsékleti optimumuk tolódott el a megkívánt irányba. A 
hidegt r  Vibrio sp. I5 IPMDH hideghez való alkalmazkodásának stratégiája eltér a 
hidegkedvel  él lények enzimeinél gyakorta megfigyelt, magas konformációs flexibilitással 
és h labilitással jellemezhet  stratégiától. Ebben az esetben az alkalmazkodás a teljes 
h mérsékleti tartományban jobb katalitikus aktivitás révén valósul meg, az enzim viszonylag 
magas h stabilitása mellett.  
 
Megfigyelésünk szerint az E. coli IPMDH által katalizált reakcióban a szubsztrátra vonatkozó 
Michaelis-Menten állandó h mérsékletfüggésének van’t Hoff ábrázolása szigmoid lefutást 
mutat. Arra a kérdésre kerestem a választ, hogy milyen fizikai kölcsönhatások következménye 
ez a korábban nem tapasztalt h mérsékletfüggés. Feltételezésünk szerint a fehérje 
dinamikájának h mérsékletfügg  változásai okozhatják a változást, kísérleteimmel a változás 
pontos okát kerestem. 
CD és DSC méréseim szerint a szigmoid változást nem konformációváltozás okozza. A H/D 
kicserél dés mérésekb l meghatározott Gmic mikrostabilitási szabadentalpia-értékek 
h mérsékletfüggése azt mutatja, hogy 30oC-on – ami megfelel a disszociációs állandó 
szigmoid átmenete középpontjának – a szabadentalpia jelent sen csökken, ami a 
konformációs flexibilitás növekedését, új fluktuációk megjelenését indikálja.  
A nagyobb mérv  konformációs mozgásokat (domének egymáshoz képesti elmozdulását) 
FRET mérésekkel jellemeztem. A FRET-hatékonyságnak a donoremisszióval való 
korrekciójával kapott f’ paraméter értéke jellemzi a fehérje dinamikáját, ebben az esetben a 
domének egymáshoz viszonyított relatív fluktuációjának amplitúdóját. Az f’ értéke az IPM-
mentes NADH-IPMDH komplexben 30oC környékén jelent sen emelkedik, ami a 
konformációs fluktuációk nagyobb amplitúdójával magyarázható.  
Az IPMDH katalitikus hatékonysága (kcat/KM) szélesebb h mérséklettartományban sem 
változik lényegesen, ezt az enzim-szubsztrát kölcsönhatás h mérsékletfüggése okozza. 
Magasabb h mérsékleten a szubsztrát affinitása alacsonyabb, a csökken  affinitás hátterében 
két folyamat együttes hatása állhat: a domén-domén mozgások, valamint a lokális fluktuációk 
hatása. A kísérleti eredmények alapján a szubsztrát köt dése „induced fit” mechanizmus 
szerint megy végbe. A magasabb h mérsékleten talált nagyobb amplitúdójú „hinge-bending” 
fluktuációk megnehezítik az IPM köt dését, ezáltal csökkentik az enzim affinitását a 
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szubsztráthoz, és ez a f  okozója a KM,IPM szigmoid jelleg  növekedésének a 20-40°C 
h mérséklettartományban, ennek következményében alakul ki az IPMDH katalitikus 
hatékonyságának rendellenes h mérsékletfüggése.  
Az IPMDH esetében tehát közvetlen összefüggést találtunk a konformációs flexibilitás egy 
bizonyos típusa – a relatív doménmozgásokhoz tartozó flexibilitás – és az enzimaktivitással 
összefügg  egy bizonyos paraméter – a szubsztrát disszociációs állandója – között. Az 
intenzívebb fluktuációk megnehezítik a szubsztrát köt dését, ezzel csökkentve a katalitikus 
hatékonyságot. A flexibilitás–aktivitás összefüggésnek tehát még az iránya is attól függ, 
milyen típusú flexibilitást és milyen aktivitási mér számot vizsgálunk. 
 
A korábbi tapasztalatok szerint a nagyobb flexibilitással rendelkez  enzimek rendszerint 
nagyobb enzimatikus aktivitással rendelkeznek. Arra a kérdésre is választ kerestem, hogy egy 
enzim konformációs flexibilitásának megnövelése célzott mutációkkal milyen hatást gyakorol 
az enzim aktivitására. 
Kísérleteim szerint a konformációs flexibilitás növelése mutációk révén a nemkonzervált 
prolinok glicinre való cseréje útján megvalósítható, ezt H/D kicserél dés mérések 
alátámasztják. A TtIPMDH így létrehozott mutánsainak h stabilitása alacsonyabb a vad 
típusnál, a beépített glicinek számával arányosan. A mutáns enzimek h stabilitása és 
konformációs flexibilitása között van összefüggés, noha a korreláció nem tökéletes. Az 
enzimaktivitás és flexibilitás között összefüggés nem mutatható ki. Az egyszer bb fizikai 
paraméterek (h stabilitás, flexibilitás) módosítására az egyszer , pontmutációkon alapuló 
módszer megfelel  viszont az enzimaktivitás módosítására ez az eljárás nem alkalmas.  
Ezek a kísérletek az mutatják, hogy annak ellenére, hogy bizonyos esetekben bizonyos típusú 
konformációs flexibilitások és bizonyos enzimkinetikai mér számok között összefüggés 
található, a flexibilitás és az aktivitás között nincsen általános, direkt, egyszer  összefüggés, 
amelyet felhasználhatnánk az aktivitás növelésére. A flexibilitás bizonyos fajtáinak szerepe 
van az enzimm ködés bizonyos részfolyamataiban, ilyenkor korreláció is kimutatható. A 
katalitikus funkció azonban több tényez  összjátékának az eredménye, melyek közül csupán 
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Az enzimek nagyfokú specificitását egyedi térszerkezetük és felszíni mintázatuk, hatékony 
funkciójukat szerkezetük rugalmassága, konformációjuk flexibilitása biztosítja. A 
fehérjemolekulák egyik sajátossága, hogy szerkezeti stabilitásukat és m köd képességüket 
csak megfelel  környezeti tényez k mellett és meglehet sen sz k h mérsékleti tartományban 
rzik meg. A katalitikus funkciók és a konformációs flexibilitás összefüggéseit hidegt r , 
mezofil és h kedvel  mikroorganizmusokból izolált (ortológ) enzimek sorozatán vizsgáltam, 
kiszélesítve ezáltal a vizsgálható h mérséklettartományt. Azokra a kérdésekre kerestem 
választ, hogy miként valósul meg az enzimek szintjén a környezeti h mérséklethez való 
alkalmazkodás, illetve hogyan tükröz dik a katalitikus aktivitás megváltozott h mérsékleti 
optimuma a fehérjék konformációs stabilitásában és szerkezeti flexibilitásában. A 
gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz (GAPDH) termofil változatának konformációs 
flexibilitása szobah mérsékleten alacsonyabb, mint a mezofil változaté, s ezzel együtt 
katalitikus aktivitása is jóval alacsonyabb. A h mérsékleti optimumokon viszont a két enzim 
flexibilitása megegyezik, s aktivitásuk is hasonló. Ez az eredmény egyszer  korrelációt sugall 
az aktivitás és a flexibilitás között. A hidegt r  Vibrio sp. I5 izopropil-malát dehidrogenáz 
(IPMDH) enzime esetében azonban a h mérsékleti alkalmazkodás más stratégiája figyelhet  
meg: a hideghez való alkalmazkodás a teljes h mérsékleti tartományban jobb katalitikus 
aktivitás révén valósul meg, anélkül, hogy ez számottev en nagyobb flexibilitással járna 
együtt. Az E. coli IPMDH katalitikus hatékonyságának (kcat/KM) h mérsékletfüggésében 
szokatlan lokális minimum figyelhet  meg, ez az enzim-szubsztrát kölcsönhatás szokatlan 
h mérsékletfüggésére vezethet  vissza. Szoros összefüggést találtam a relatív 
doménmozgásokhoz tartozó flexibilitás és a szubsztrát disszociációs állandója között. Ennek 
alapján valószín síthet , hogy a magasabb h mérsékleten nagyobb amplitúdójú „hinge-
bending” fluktuációk megnehezítik a szubsztrát köt dését, ezzel csökkentve az enzim-
szubsztrát affinitást. Ez áll tehát a KM,IPM szigmoid jelleg  növekedésének hátterében, s így 
alakulhat ki az IPMDH katalitikus hatékonyságának szokatlan h mérsékletfüggése. 
Prolin glicin mutációk révén megnövelt konformációs flexibilitású Thermus thermophilus 
IPMDH-változatok vizsgálata során azt találtam, hogy azok h stabilitása kisebb a vad 
típusúnál, katalitikus aktivitásuk azonban nem növekedett. Mindezek az eredmények azt 
mutatják, hogy a konformációs flexibilitás és a katalitikus aktivitás között nincs általános, 
közvetlen, egyszer  összefüggés. A flexibilitás bizonyos fajtáinak szerepe van az 
enzimm ködés bizonyos részfolyamataiban, ilyenkor korreláció is kimutatható. A katalitikus 
funkció azonban több tényez  összjátékának az eredménye, melyek közül csupán az egyik a 
flexibilitás. Ennek köszönhet  a környezeti adaptáció természetben megfigyelt stratégiáinak 
sokfélesége. 




The high functional specificity of enzymes is a result of their unique structure and surface, 
while their conformational flexibility and structural plasticity enable them to efficiently exert 
their catalytic power. One major peculiarity of enzymes is that their structural stability and 
activity can be upheld only under the appropriate environmental conditions, in a narrow 
temperature range. I investigated the relationship between catalytic function and 
conformational flexibility on a series of orthologous enzymes of psychrotrophic, mesophilic 
and thermophilic origins, thereby broadening the experimental temperature range. I aimed to 
address questions such as how the adaptation to environmental temperature is accomplished 
on the level of enzymes, and how the altered temperature optimum of catalytic activity is 
reflected in the conformational stability and structural flexibility of proteins. At room 
temperature, the conformational flexibility of the thermophilic glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) is much less than that of its mesophilic counterpart, and its catalytic 
activity is also significantly lower. Near their respective physiological temperatures, the 
conformational flexibilities of the two enzymes are comparable, and their activities are 
similar. This result suggests a simple correlation between activity and flexibility. The 
psychrotrophic Vibrio sp. I5 isopropylmalate dehydrogenase (IPMDH) exhibits a different 
adaptation strategy: cold-adaptation is achieved by the creation of an extremely efficient 
enzyme, which has reduced, but still sufficient activity at low temperature, without an 
associated higher conformational flexibility. The temperature dependence of the catalytic 
efficiency of E. coli IPMDH shows an unusual local minimum, which is caused by the 
irregular temperature dependence of the enzyme-substrate interaction. A direct correlation 
was found between the fluctuations corresponding to relative domain motions and the 
dissociation constant of the substrate. These findings suggest that the higher-amplitude hinge-
bending fluctuations found at higher temperatures increasingly interfere with substrate 
binding, thereby abruptly increasing its dissociation constant, and leading to the observed 
unusual temperature dependence of the catalytic efficiency. The thermostabilities of Thermus 
thermophilus IPMDH variants with increased conformational flexibilities (achieved by 
designed proline glycine mutations) were found to be lower than that of the wild-type 
enzyme, while their enzymatic activities were not higher relative to the wild-type. These 
results show that there is no general, direct, and simple correlation between conformational 
flexibility and catalytic activity. Certain types of flexibility are essential for certain steps of 
the catalytic process; thus, correlation is seen. However, catalytic function is the result of an 
interplay of several factors, of which flexibility is only one; hence the observed diversity of 
strategies for environmental adaptation in nature. 
